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1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Das Immunsystem schützt den Organismus zum einen vor körperfremden Pathogenen wie 
Viren, Bakterien, Pilzen, Parasiten oder anderen körperfremden Substanzen und kann zum 
anderen körpereigene Zellen zerstören, welche sich fehlerhaft verändert haben und zu 
Tumoren oder Autoimmunerkrankungen führen können. Für den Fall, dass Pathogene die 
epithelialen Oberflächen des Körpers überwinden und sich im Organismus vermehren, hat 
das Immunsystem die Aufgabe, diese zu erkennen und zu eliminieren. Klassischer Weise 
wird das Immunsystem unterteilt in das angeborene und in das adaptive Immunsystem. Zur 
Erkennung und Abwehr von Krankheitserregern besitzen beide Teile spezialisierte Zelltypen 
und ermöglichen zusammen die Bildung einer spezifischen Immunantwort gegenüber dem 
eingedrungenen Pathogen. Gleichzeitig wird ein immunologisches Gedächtnis gebildet, so 
dass bei wiederholtem Kontakt mit dem Pathogen eine schnelle und gezielte Immunreaktion 
erfolgen kann. 
Das angeborene Immunsystem stellt die erste Phase der Immunabwehr gegenüber 
eingedrungener Pathogene dar. Diese Phase dient der ersten Erkennung von Pathogenen 
und derer unspezifischen Abwehr, die durch unterschiedliche Zelltypen, ausgestattet mit 
mustererkennenden Rezeptoren (engl. pattern recognition receptor, PRR) und durch 
unspezifische Abwehrmechanismen erfolgt. Zum zellulären Teil des angeborenen 
Immunsystems zählen hauptsächlich Makrophagen, dendritische Zellen, natürliche 
Killerzellen (NK-Zellen) und neutrophile, basophile sowie eosinophile Granulozyten. Die 
Erkennung von Pathogenen erfolgt durch die PRRs auf der Oberfläche einiger Zellen. Sie 
binden an verschiedene Strukturen der Pathogene, wie z.B. Bestandteile der 
Bakterienzellwand, und können die Phagozytose dieser ermöglichen sowie aktivierende 
Signale in die Zelle weiterleiten. Makrophagen und dendritische Zellen sind in Geweben 
lokalisiert und fungieren als Antigen-präsentierende Zellen (engl. antigen presenting cells, 
APC). Sie präsentieren prozessiertes Antigen mit Hilfe von 
Haupthistokompatibilitätskomplex-Molekülen vom Typ 2 (engl. major histocompatibility 
complex 2, MHCII) auf ihrer Zelloberfläche und ermöglichen somit über eine Aktivierung von 
T-Lymphozyten eine gezielte Immunantwort zu induzieren. Zu den humoralen Faktoren des 
angeborenen Immunsystems gehört z.B. auch das Komplementsystem, eine Kaskade von 
Proteinen, die hauptsächlich in der Leber synthetisiert werden und mit dem Blut zirkulieren. 
Die Proteine des Komplementsystems binden unspezifisch an Pathogene, markieren und 
opsonieren diese, oder zerstören ihre Zellmembran durch Porenbildung. Daneben löst es 
eine Reihe von Entzündungsreaktionen aus und einige Komplementproteine wirken als 
Chemokine, die weitere Phagozyten anlocken. 
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Nachdem das angeborene Immunsystem, das eingedrungene Pathogen erkannt hat und 
erste Schritte zur Abwehr eingeleitet wurden, wird mit Hilfe von APCs eine adaptive 
Immunantwort eingeleitet. Diese benötigt im Vergleich zum angeborenen Immunsystem 
mehrere Tage bevor sie aktiv an einer Immunantwort teilnehmen kann. Das adaptive 
Immunsystem setzt sich zum einen aus T-Lymphozyten zusammen, die eine Rolle in der 
zellgebundenen Immunität spielen und zum anderen aus B-Lymphozyten, die über 
Antikörper die humorale Immunantwort vermitteln. Diese antigenspezifischen 
B-Lymphozyten müssen jedoch erst aktiviert, selektiert und vermehrt werden, bevor sie zu 
Antikörper-produzierenden Plasmazellen oder zu Gedächtnis-B-Zellen ausdifferenzieren. 
Dabei passt sich das adaptive Immunsystem spezifisch an neue oder veränderte 
Krankheitserreger an.  
Eine große Anzahl Lymphozyten befindet sich im Blut, in der Lymphe und in den 
lymphatischen Organen, die in primäre und sekundäre lymphatische Organe unterschieden 
werden. Während in den primären lymphatischen Organen, Knochenmark und Thymus, die 
Bildung und Reifung der Lymphozyten stattfindet, besiedeln reife Lymphozyten die 
sekundären lymphatischen Organe, wie z.B. Lymphknoten und Milz, in denen die 
Immunreaktionen stattfinden. 
Lymphoide T-Vorläuferzellen werden im Knochenmark gebildet und wandern von dort zur 
Reifung in den Thymus. Reife T-Zellen können mit ihrem membrangebundenen 
T-Zell-Rezeptor Antigene erkennen, die ihnen von APCs mittels MHC-Molekülen präsentiert 
werden, wodurch die T-Zellen aktiviert werden. T-Zellen differenzieren sich zu 
unterschiedlichen Effektorzellen aus. Dabei unterscheidet man zwischen zytotoxischen 
T-Zellen, T-Helferzellen und regulatorischen T-Zellen. Die zytotoxischen T-Zellen können 
infizierte Zellen erkennen und eliminieren. Sie erhalten ihre zytotoxische Wirkung z.B. durch 
die Ausschüttung von Perforin/Granzyme oder Zytokinen sowie durch Bindung an Fas auf 
der Oberfläche der Zielzelle mit dem Fas-Liganden. Diese Mechanismen können Apoptose 
in den Zielzellen induzieren, wodurch diese vernichtet werden. T-Helferzellen zeichnen sich 
durch die Sekretion antiviraler und inflammatorischer Zytokine aus und sind in der Lage 
andere Immunzellen zu stimulieren. Die regulatorischen T-Zellen wirken entgegengesetzt 
und können u.a. durch die Ausschüttung suppressiver Zytokine, eine Immunreaktion 
hemmen. Sie haben eine wichtige Funktion bei der Vermittlung der Selbsttoleranz des 
Immunsystems und verhindern dadurch die Entstehung von Autoimmunkrankheiten. 
B-Lymphozyten entstehen ebenfalls im Knochenmark. Nach der Reifung wandern B-Zellen 
aus dem Knochenmark ins Blut, ins Lymphgefäßsystem sowie in die sekundären 
lymphatischen Organe und sind zuständig für die humorale Immunantwort. Naive B-Zellen 
erkennen Antigene direkt mit Hilfe ihres membrangebundenen B-Zell-Rezeptors (engl. B cell 
receptor, BCR) und produzieren, nachdem Sie aktiviert wurden, Antikörper, die spezifisch 
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gegen dieses Antigen gerichtet sind. B-Zellen können sowohl T-Zell-abhängig, als auch 
T-Zell-unabhängig aktiviert werden. Bei den häufigeren T-Zell-abhängigen Immunreaktionen 
führt die Interaktion von antigenspezifischen B-Zellen mit kostimulierenden Signalen von 
antigenspezifischen T-Helferzellen und APCs zur Aktivierung von B-Zellen. Die B-Zelle 
proliferiert daraufhin und bildet ein sogenanntes Keimzentrum (engl. germinal center, GC), in 
dem verschiedene Differenzierungs- und Selektionsprozesse der B-Zelle stattfinden. Dies 
führt zum einen zur Bildung von Plasmazellen, die hochaffine Antikörper sezernieren, und 
zum anderen zur Entwicklung langlebiger Gedächtnis-B-Zellen. B-Zellen können aber auch 
T-Zell-unabhängig aktiviert werden. Man unterscheidet zwei Typen von T-Zell-unabhängigen 
Immunantworten. Bei der Typ-1-Immunantwort können bestimmte Antigene intrinsische 
Formen der Kostimulation in B-Zellen auslösen und diese aktivieren, z.B. durch Aktivierung 
des Lipopolysaccharid-Rezeptors. Bei der Typ-2-Immunantwort erfolgt die Aktivierung der 
B-Zelle durch eine starke Kreuzvernetzung der BCRs. Die Antigene weisen hierbei meist 
charakteristische repetitive Strukturen auf, wie sie z.B. bei Polysacchariden, in der Zellwand 
von Bakterien vorkommen. Es entstehen kurzlebige Plasmazellen die schnell große Mengen 
an IgM produzieren. Allerdings findet in der Regel kein Klassenwechsel statt und es werden 
auch keine Gedächtniszellen gebildet. 
1.2 Die Entwicklung von B-Zellen 
B-Lymphozyten entwickeln sich aus einer hämatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. 
Dort durchlaufen die B-Vorläuferzellen verschiedene Differenzierungsstufen, bevor sie sich 
zu reifen B-Zellen entwickeln. Jede reife B-Zelle besitzt ein für sie charakteristischen und 
funktionellen BCR auf ihrer Oberfläche mit dem sie ein spezifisches Antigen erkennen und 
binden kann. Ohne funktionierenden BCR und dessen Überlebenssignale würde die B-Zelle 
durch Apoptose sterben. Der BCR wird zusammen aus einem Antikörper und den 
signalvermittelnden Molekülen CD79a und CD79b gebildet. Antikörper bestehen aus zwei 
identischen schweren und zwei identischen leichten Polypeptidketten (engl. heavy chain, H, 
und light chain, L), welche kovalent miteinander verknüpft sind. Sowohl die leichten als auch 
die schweren Ketten besitzen eine carboxyterminale konstante (engl. constant, C) Region 
und eine aminoterminale variable (engl. variable, V) Region (siehe Abbildung 1). Die 
C-Regionen der Schwerkette bestimmen den Isotyp des Antikörpers und bestehen aus 
einem Cµ-, einem Cδ-, einem Cε-, einem der zwei Cα- oder- einem der vier Cγ-Gene (Honjo, 
1982). Die Isotypen sind für die unterschiedlichen Effektorfunktionen der Antikörper 
verantwortlich. Je nach Entwicklungsstadium der B-Zelle werden unterschiedliche Isotypen 
auf ihrer Oberfläche ausgeprägt. Die V-Region des Antikörpers ist für die spezifische 
Erkennung des Antigens verantwortlich und ist unterteilt in drei hypervariable Regionen 
(engl. complementarity determining regions, CDR) und in vier Gerüstregionen (engl. 
framework regions, FR). Die VH-Regionen werden von einem der 40 vorkommenden 
                                                                                                                                                               EINLEITUNG 
4 
variablen (engl. variable, V), einem der 27 Diversitäts- (engl. diversity, D) und einem der 6 
Verbindungs- (engl. joining, J) Gensegmenten kodiert (Murphy, 2008). Die VL-Regionen der 
entweder Kappa (κ) oder Lambda (λ) leichten Ketten bestehen aus V- und J-Gensegmenten. 
Es existieren 40 funktionelle Vκ- und 5 Jκ- sowie 30 funktionelle Vλ- und 4 Jλ-Gensegmente 
(Murphy, 2008). Die zufällige Rekombination dieser Gensegmente bewirkt, dass jede 
einzelne B-Zelle Antikörper mit einer einzigen Spezifität produzieren. Es entsteht ein 
vielfältiges Repertoire von ungefähr 1013 bis 1014 unterschiedlicher Antikörperspezifitäten, 
dass notwendig ist, um die große Anzahl verschiedener Antigene binden zu können (Sanz, 
1991). Jede B-Zelle prägt somit einen einzigartigen BCR aus, der als Marker zur 
Identifizierung einzelner B-Zell-Klone genutzt werden kann. Die Genumlagerungen der 
V-Region des BCR geschehen schrittweise in lymphoiden Vorläuferzellen im Knochenmark.  
 
 
Abbildung 1: Darstellung der schrittweisen VDJ-Rekombination des Ig-Schwerkettenlocus (A) und 
der Struktur eines Antikörpermoleküls (B).  
(A) Gezeigt ist die schematische Darstellung der VDJ-Rekombination der schweren Ig-Kette. Im ersten 
Schritt, der DH-JH-Rekombination, wird ein DH-Segment an ein JH-Segment rekombiniert. Darauf folgt im 
nächsten Schritt die Rekombination eines VH-Segmentes an das zuvor entstandene DHJH-Segment. 
Eventuell zwischen den Gensegmenten eingebaute nicht keimbahnkodierte N-Nukleotide sind durch die 
schraffierten Bereiche gekennzeichnet. Die schwarzen Balken stellen die RSS dar. (B) Abgebildet ist ein 
Antikörpermolekül, bestehend aus zwei schweren (innen liegende) und zwei leichten (außen liegende) 
Ketten. Sowohl schwere als auch leichte Ketten besitzen eine variable (V-) Region und eine konstante (C-) 
Region. Die verwendete Farbkodierung der einzelnen Gensegmente ist identisch wie in Teil A der 
Abbildung. 
 
Die ersten B-Vorläuferzellen sind die Pro-B-Zellen. In diesem Stadium kommt es zur 
zufälligen Verknüpfung eines DH-und eines JH- Gensegmentes, und im Anschluss wird ein 
VH-Gen an diese Verbindung rekombiniert (siehe Abbildung 1) (Blackwell & Alt, 1984; 
Rajewsky, 1996). Die Genumlagerungen werden von den Lymphozyten-spezifischen 
Enzymen RAG1 und RAG2 (engl. recombination activating genes 1 und 2), eingeleitet. Die 
RAG-Enzyme erkennen flankierende Rekombinationssignalsequenzen (engl. recombination 
signal sequences, RSS) der Gensegmente und führen einen Desoxyribonukleinsäure (engl. 
deoxyribonuceic acid, DNA) Doppelstrangbruch zwischen den beiden zu verknüpfenden 
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Gensegmenten und ihren RSS ein (McBlane et al., 1995). Die Enden der zwei 
rekombinierenden Gensegmente werden in einem Komplex nahe zusammen geführt und 
miteinander verbunden, wobei es zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur kommt. Im 
Anschluss wird die Haarnadelstruktur an einer variablen Position wieder geöffnet, was 
meistens zu kurzen palindromischen Sequenzen (P-Nukleotide) führt, die zur Diversität der 
V-Region beitragen. An den Verbindungsstellen der umgelagerten Segmente werden 
einzelne Nukleotide abgebaut und einzelne nicht-keimbahnkodierte Nukleotide 
(N-Nukleotide) können zusätzlich durch das Enzym Terminale-Deoxynukleotidyl-Transferase 
eingefügt werden (Tonegawa, 1983). Durch dieses Abbauen und Einfügen einzelner 
Nukleotide kann es zu einer Verschiebung des Leserasters oder zur Erzeugung eines 
vorzeitigen Stopcodons kommen, so dass in ca. zwei Drittel der Fälle kein funktionierendes 
Protein entsteht. Eine solche unproduktive Rekombination führt dazu, dass die 
VDJ-Rekombination auf dem zweiten Schwerkettenlocus eingeleitet wird. Ist diese 
Umlagerung ebenfalls unproduktiv, stirbt die B-Zelle durch Apoptose (Rajewsky, 1996). Nach 
einer produktiven Umlagerung wird die schwere Kette synthetisiert und zusammen mit der 
aus den Proteinen VpreB und λ5 bestehenden Ersatz-Leichtkette und den Signalmolekülen 
CD79a und CD79b exprimiert (Melchers et al., 1995; Meffre et al., 2000). Dieser Prä-BCR 
induziert Signale, die die Differenzierung in frühe Prä-B-Zellen einleitet und zusätzlich die 
Umlagerung des zweiten Allels unterbindet (allelische Exklusion). Die Prä-B-Zelle proliferiert 
und beginnt mit der Rekombination der Gene der leichten Kette (Rajewsky, 1996). Die 
Rekombination der V- und J-Gensegmente der leichten Kette erfolgt in den meisten Fällen 
zunächst auf dem Igκ-Locus (Rajewsky, 1996; Bräuninger et al., 2001). Ist die 
Rekombination auf beiden Igκ-Genloci unproduktiv, wird der Igκ-Locus durch das 
κ-deletierende Element inaktiviert und es besteht die Möglichkeit einer Umlagerung der 
Igλ-Loci (Bräuninger et al., 2001). Demzufolge prägt eine B-Zelle entweder κ- oder 
λ-Leichtketten aus, wobei im Durchschnitt ca. 60% der Zellen κ- und 40% der Zellen 
λ-Leichtketten exprimieren (Tonegawa, 1983; Alt et al., 1992; Rajewsky, 1996). Nach 
erfolgreicher Rekombination der leichten Kette wird diese zusammen mit der schweren Kette 
als Teil des BCR-Komplexes exprimiert. Eine B-Zelle mit einem vollständigen und 
funktionierenden BCR auf ihrer Oberfläche wird nun als unreife B-Zelle bezeichnet. Unreife 
B-Zellen durchlaufen einen weiteren Selektionsprozess bevor sie zu einer reifen B-Zelle 
werden, indem sie auf Autoreaktivität hin überprüft werden. Bindet der exprimierte BCR an 
Autoantigene, kann eine erneute Umlagerung der leichten Kette eingeleitet werden (engl. 
receptor editing), so dass ein funktionierender, nicht-autoreaktiver BCR generiert wird. Ist 
dies nicht möglich wird die B-Zelle durch Anergie reaktionsunfähig gemacht oder sie wird 
durch Apoptose eliminiert (Goodnow et al., 1988; Retter & Nemazee, 1998; Casellas et al., 
2001). B-Zellen mit nicht-autoreaktiven BCR können nun das Knochenmark als 
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antigenunerfahrene B-Zelle über das Blut verlassen und beginnen zwischen Blut und den 
sekundären lymphatischen Organen zu zirkulieren (Rajewsky, 1996). Diese naiven B-Zellen 
tragen auf ihrer Oberfläche einen BCR vom Isotyp IgM und IgD. 
1.3 Die Keimzentrumsreaktion 
GCs sind besondere histologische Strukturen, die im Laufe der T-Zell-abhängigen 
Immunantwort, innerhalb der peripheren lymphatischen Organe entstehen. Naive B-Zellen 
zirkulieren durch das Blut, das Lymphgefäßsystem und durch sekundäre lymphatische 
Organe. Treffen Sie dabei auf ein Antigen, wandern sie an die Grenze der T-Zell-reichen 
Zonen des Lymphknotens und werden dort mit Hilfe von antigenspezifischen T-Helferzellen 
und APCs aktiviert. Wichtige Faktoren dabei sind CD40, ein Faktor aus der 
Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor Familie, der von allen B-Zellen ausgeprägt wird, und 
sein Ligand CD154, der von aktivierten T-Helferzellen exprimiert wird. Die aktivierten 
B-Zellen beginnen zu proliferieren und zu differenzieren, so dass sich ein Teil dieser B-Zellen 
zu kurzlebigen Plasmablasten entwickeln, die Antikörper mit geringer Affinität sezernieren. 
Der andere Teil der aktivierten B-Zellen bildet das sogenannte GC (De Silva & Klein, 2015). 
GCs formieren sich aus stark proliferierenden B-Zellen in den primären Follikeln 
lymphatischer Gewebe, die hauptsächlich aus ruhenden naiven B-Zellen und follikulären 
dendritischen Zellen (engl. follicular dendritic cells, FDC), bestehen. Die eingewanderten 
B-Zellen interagieren dort mit den FDCs und eingewanderten antigenspezifischen 
T-Helferzellen, werden stimuliert, beginnen sich zu teilen und bilden einen sekundären 
Follikel (Rajewsky, 1996; De Silva & Klein, 2015). Als Folge der starken Proliferation, wird 
ein großer Teil der ruhenden follikulären B-Zellen, von den B-Zell-Blasten (Zentroblasten), an 
den Rand des Follikels verdrängt, wo sie die sogenannte Mantelzone bilden (Kroese et al., 
1990). Ein bis zwei Tage später lassen sich zwei histologisch sehr unterschiedliche 
Bestandteile des GCs unterscheiden, die sogenannte dunkle Zone und die helle Zone (siehe 
Abbildung 2) (De Silva & Klein, 2015). Die helle Zone setzt sich zusammen aus den 
eingewanderten B-Zellen (Zentrozyten), aus T-Helferzellen, FDCs und Makrophagen. Im 
Gegensatz dazu befinden sich in der dunklen Zone hauptsächlich dicht angeordnete, stark 
proliferierende Zentroblasten, innerhalb einem verbundenen Netzwerk CXCL12-positiver 
retikulärer Zellen, welche den FDCs der hellen Zone ähneln (De Silva & Klein, 2015). Die 
B-Zellen der dunklen und der hellen Zone des GC unterscheiden sich jeweils durch die 
Expression der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR5 (Allen et al., 2004; Victora & 
Nussenzweig, 2012). Mit Hilfe des Markers CXCR4 und den Aktivierungsmarkern CD83 und 
CD86 können die B-Zellen der dunklen Zone (CXCR4hiCD83lowCD86low) von den B-Zellen der 
hellen Zone (CXCR4lowCD83hiCD86hi) unterschieden werden (Victora et al., 2010; Victora & 
Nussenzweig, 2012). 
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Bei der Formierung des GC spielen viele verschiedene Faktoren eine wichtige Rolle, unter 
anderem die Expression von MYC (Calado et al., 2012), Interferon-regulatory factor 4 (IRF4), 
Myocyte-specific enhancer factor 2B (MEF2B) und B cell lymphoma 6 (BCL6) (De Silva & 
Klein, 2015). Ein entscheidender Faktor für die Ausbildung eines GC ist der Faktor BCL6. Es 
handelt sich dabei um einen Transkriptionsfaktor, dessen erhöhte Transkription und 
Expression zur Folge hat, dass aktivierte B-Zellen in das Zentrum primärer Follikel wandern 
um dort das GC zu bilden (De Silva & Klein, 2015). So sind aktivierte B-Zellen von 
BCL6-knock-out Mäusen sind nicht in der Lage GC-Reaktion durchzuführen bzw. in primäre 
Follikel einzuwandern (Ye et al., 1997; Kitano et al., 2011).  
In den GCs finden die Prozesse der somatischen Hypermutation (SHM), der Affinitätsreifung 
und des Klassenwechsel statt, die dazu führen, dass sich hochaffine Gedächtnis-B-Zellen 
und Antikörper-sezernierende Plasmazellen entwickeln (siehe Abbildung 2) (De Silva & 
Klein, 2015). Die GC-B-Zellen zirkulieren vor allem in, aber auch zwischen heller und dunkler 
Zone, was dazu führt, dass sie in einem Wechsel aus Mutation, Proliferation und Selektion 
ihre Affinität zum Antigen verbessern (Rajewsky, 1996; De Silva & Klein, 2015). Die SHM 
findet in der dunklen Zone des GC statt und sorgt im Zusammenspiel mit der anschließenden 
Selektion in der hellen Zone dafür, dass die Affinität des BCR für das jeweilige Antigen 
verbessert wird (siehe Abbildung 2) (Berek et al., 1991; Jacob et al., 1991; Küppers et al., 
1993). Dies geschieht hauptsächlich durch das Einfügen von Punktmutationen in die 
umgelagerten IgV-Gene des BCR, aber auch Duplikationen und Deletionen können 
eingefügt werden (Goossens et al., 1998). Die Mutationsrate liegt dabei ca. bei 10-3-10-4 pro 
Basenpaar und Zellteilung (Kocks & Rajewsky, 1989). Die SHM ist abhängig von der 
Transkription und erfolgt hauptsächlich in einem Bereich von 1-2 kb, beginnend 3‘ nach dem 
IgV-Gen-Promotor und endend in dem Intron zwischen V- und C-Regiongenen (Lebecque & 
Gearhart, 1990; Bachl et al., 2001). Bei den zufällig eingeführten Nukleotidaustauschen 
handelt es sich häufiger um Transitionen als um Transversionen (Wagner & Neuberger, 
1996). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass bestimmte Sequenzmotive von der SHM 
bevorzugt werden. Bei diesen sogenannten Mutations-hotspots handelt es sich um kurze 
Sequenzabschnitte, wie z.B. das RGYW-Motiv; R steht dabei für Adenin (A) oder Guanin 
(G), Y für Cytosin (C) oder Thymin (T) und W für A oder T (Rogozin & Kolchanov, 1992; 
Wagner & Neuberger, 1996). Essentiell für die SHM ist die Expression des Enzyms AID 
(activation-induced cytidine deaminase), welches Cytosin zu Uracil deaminiert (Muramatsu et 
al., 2000; Revy et al., 2000). Die Base Uracil ist kein Bestandteil der DNA und wird durch 
DNA-Reparaturmechanismen entfernt bzw. repariert. Durch die Verwendung von 
Polymerasen mit höherer Fehlerrate oder durch den Austausch der komplementären Base 
zu Cytosin bzw. Uracil, können Mutationen entstehen (Di Noia & Neuberger, 2007). 
Allerdings findet die SHM nicht nur in Ig-Genen statt, sie kann in geringerem Ausmaß auch in 
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anderen Genen, wie z.B. BCL6, Mutationen einführen (Pasqualucci et al., 1998). Wurde 
durch die SHM die Affinität des BCR verbessert, werden diese B-Zellen in der hellen Zone 
des GC, mit Hilfe der FDCs und T-Helferzellen, positiv selektioniert und führen 
gegebenenfalls einen Klassenwechsel durch. Durch das Einfügen der Punktmutationen 
während der zyklischen Durchläufe von Proliferation, SHM- und Selektion, werden 
B-Zell-Klone mit intraklonaler Diversität gebildet. Die Mitglieder eines GC-B-Zell-Klons 
stammen dabei von derselben B-Zelle ab und besitzen somit identische 
V-Genumlagerungen. Allerdings unterscheiden sie sich in ihrem Mutationsmuster, das 
sowohl gemeinsame als auch individuelle Mutationen aufweist. Einige dieser 
GC-B-Zell-Klone differenzieren zu langlebigen Post-GC-B-Zellen und verlassen das GC 
(Kroese et al., 1990; Küppers et al., 1993). Aufgrund der Tatsache, dass die SHM auf das 
GC beschränkt ist, lassen sich GC-B-Zellen, Gedächtniszellen und Plasmazellen über ihre 
somatisch mutierten IgV-Gene definieren, während naive, GC-unerfahrene B-Zellen, keine 
mutierten IgV-Gene besitzen (Klein et al., 1998b). Bei einem großen Teil der GC-B-Zellen, 
vermindern die im Zuge der SHM in den BCR eingefügten Mutationen jedoch die Affinität 
zum entsprechenden Antigen und die B-Zelle stirbt durch Apoptose. 
Ebenfalls in der hellen Zone des GC durchlaufen einige GC-B-Zellen den sogenannten 
Klassenwechsel. Beim Klassenwechsel wird der Isotyp des exprimierten BCR gewechselt, 
wodurch es zu einer Änderung der Effektorfunktion, nicht aber der Spezifität des Antikörpers 
kommt (Manis et al., 2002). Durch alternatives Spleißen exprimieren naive B-Zellen 
normalerweise IgM und IgD auf ihrer Oberfläche. Nach Antigenaktivierung wird oftmals die 
Ig-Klasse der schweren Kette des BCRs in IgG, IgA oder IgE geändert. Durch genetische 
Rekombination wird hierbei das Cμ- und Cδ-Gensegment durch ein Cε-, ein Cα- oder ein 
Cγ-Gensegment der C-Region der schweren Kette ersetzt. Diese Gensegmente sind 3` 
hinter den V-, D- und J-Gensegmenten auf Chromosom 14 lokalisiert. Beim Klassenwechsel 
wird das ursprünglich ausgeprägte IgH-Gen deletiert und durch ein weiter 3`-gelegendes 
IgH-Gen ersetzt. Im Intron vor jeder C-Region, mit Ausnahme von IgD, liegen die 
sogenannten Switch-Regionen. Dabei handelt es sich um GC-reiche Bereiche, die 5` von der 
C-Region lokalisiert sind. Durch Doppelstrangbrüche kommt es zwischen der 
Switch-μ-Region und der Switch-Region des jeweiligen C-Gens zu einer 
DNA-Rekombination. Das DNA-Fragment zwischen den beiden Switch-Regionen wird 
deletiert, und die Switch-Regionen werden durch nicht-homologes end joining so miteinander 
verknüpft, dass ein neues C-Gensegment hinter dem 3`-Ende der rekombinierten 
VDJ-Gensegmente liegt. Der Klassenwechsel ist ein irreversibler Prozess, der ebenso wie 
die SHM abhängig von dem Enzym AID ist (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000). Der 
Prozess des Klassenwechsels findet hauptsächlich im GC statt, kann in seltenen Fällen aber 
auch unabhängig von T-Zellen außerhalb des GCs erfolgen. 
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Abbildung 2: Darstellung der GC-Reaktion (Basso & Dalla-Favera, 2015). 
Die Antigen-aktivierte B-Zelle wandert in den Follikel ein und bildet das GC. Hier finden die verschiedenen 
Reifungsprozesse der B-Zelle, SHM, Selektion und Klassenwechsel, statt. Das Ergebnis der GC-Reaktion 
ist die Bildung von Antikörper-produzierenden Plasmazellen und Gedächtnis-B-Zellen, die eine erhöhte 
Affinität zum Antigen aufweisen. B-Zellen, deren Affinität nicht verbessert werden konnte, sterben durch 
Apoptose. Das GC setzt sich aus einer dunklen Zone mit stark proliferierenden B-Zellen und aus einer 
hellen Zone, die aus einer Mischung von B-Zellen, dendritischen Zellen, T-Zellen und Makrophagen 
besteht, zusammen. In der dunklen Zone des GC findet die Proliferation und SHM statt, während die 
B-Zellen in der hellen Zone selektioniert werden und dort der Klassenwechsel stattfindet. Die Reifung der 
B-Zelle erfolgt durch Rezirkulation der positiv selektionierten B-Zellen in die dunkle Zone mit erneuten 
Runden von Proliferation und SHM. 
 
Auch der Ablauf und die Aufrechterhaltung des GCs erfolgt unter strikter Kontrolle 
verschiedener Regulatoren. Zum Beispiel ist bei der Aufrechterhaltung des GCs und für 
verschiedene entscheidende Funktionen der GC-B-Zellen die Expression des 
transkriptionellen Repressors BCL6 von essentieller Bedeutung (Basso & Dalla-Favera, 
2010; 2015). So ist BCL6 z.B. wichtig für die Repression von Apoptose- und Zellzyklus 
hemmenden Faktoren, die Regulation auf genotoxischen Stress, der durch SHM und 
Klassenwechsel ausgelöst wird, und verhindert die frühzeitige Differenzierung zu 
Plasmazellen oder Gedächtnis-B-Zellen (Basso & Dalla-Favera, 2010; 2015). Die 
Differenzierung zu Plasmazellen wird durch eine verringerte Expression von BCL6 nach dem 
Klassenwechsel eingeleitet. Durch die Interaktion der positiv selektionierten B-Zellen mit 
T-Zellen wird NF-κB durch CD40 stimuliert und dadurch IRF4 hochreguliert. Dies wiederum 
induziert PRDM1, das BLIMP1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) kodiert, welches 
BCL6 hemmt. BCL6 wiederum reguliert negativ die Expression von PRDM1. Durch 
Aufhebung der negativen Regulation von PRDM1 durch BCL6 erfolgt die Differenzierung in 
Plasmazellen (Victora & Nussenzweig, 2012; Basso & Dalla-Favera, 2015). Weitere wichtige 
Regulatoren sind unter anderem MYC, IRF4 und REL. MYC und REL werden z.B. benötigt 
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für die Rezirkulation der positiv selektionierten GC-B-Zellen zwischen heller und dunkler 
Zone, mit anschließender Durchführung einer neuen Runde von Proliferation, SHM und 
Affinitätsselektion. Somit spielen beide eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung des 
Keimzentrums. IRF4 hingegen wird nicht für die Aufrechterhaltung des GC benötigt, dafür 
aber für den Prozess des Ig-Klassenwechsels und für die Differenzierung in Plasmazellen 
(De Silva & Klein, 2015). Die starke Proliferation der Zentroblasten und die genetische 
Instabilität während der GC-Reaktion, macht sie zu einem kritischen Stadium der 
B-Zell-Entwicklung, aus dem sich unterschiedliche Lymphomarten, wie z.B. das 
Hodgkin-Lymphom (HL), entwickeln können (Küppers et al., 1999). 
1.4 Maligne Lymphome 
Als Maligne Lymphome bezeichnet man eine heterogene Gruppe von Tumorerkrankungen 
des lymphatischen Systems. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt diese in zwei 
große Gruppen, die HL und Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Das HL gehört zu den 
B-Zell-Lymphomen und stammt nur in seltenen Fällen von T-Zellen ab (Küppers et al., 1994; 
Muschen et al., 2000a; Seitz et al., 2000). Es ist gekennzeichnet durch den histologischen 
Nachweis von ein- und mehrkernigen Riesenzellen, den sogenannten Hodgkin und Reed-
Sternberg-Zellen (HRS-Zellen). Innerhalb der NHL werden drei unterschiedliche Kategorien 
definiert: indolente Lymphome (low risk), aggressive Lymphome (intermediate risk) und sehr 
aggressive Lymphome (high risk). Zu den indolenten Lymphomen gehören z.B. die 
chronische lymphatische Leukämie und das follikuläre Lymphom, die aggressiven 
Lymphome beinhalten unter anderem das diffus großzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) und 
das Mantelzell-Lymphom (MCL), und zu der Gruppe der sehr aggressiven Lymphome gehört 
z.B. das Burkitt-Lymphom. 
Die NHL entstammen entweder von B-Zellen, T-Zellen und in seltenen Fällen von NK-Zellen. 
Innerhalb der B- und T-Zell-Lymphome werden noch die Lymphome unterschieden, die von 
Vorläufer- oder reifen Zellen hervorgehen. Aufgrund ihrer histologischen und 
immunphänotypischen Merkmale, sowie häufig vorkommende gemeinsame genetische 
Läsionen, lassen sie sich in zahlreiche Subtypen unterteilen. Da es sich bei den NHLs um 
eine sehr heterogene Erkrankungsgruppe handelt, gibt es keine generelle Standardtherapie, 
sondern es stehen verschiedene Behandlungsmöglichkeiten zur Verfügung. Diese können je 
nach Stadium, Histologie und Aggressivität der Erkrankung, sowie vom Alter und 
Allgemeinbefinden des Patienten, sehr variieren. 
Interessanterweise besitzen ungefähr 95% aller Lymphome einen B-Zellursprung, 
größtenteils von GC- oder Post-GC-B-Zellen (Küppers, 2005). Dies konnte durch den 
Nachweis somatisch mutierter Ig-Gene in den Tumorzellen gezeigt werden (Küppers et al., 
1999). In einigen Lymphomen ist der Prozess der SHM noch aktiv, was für die Abstammung 
von GC-B-Zellen spricht und auf eine Transformation der Ursprungszelle im GC hinweist. 
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Während der B-Zellentwicklung, insbesondere während der GC-Reaktion, finden mehrere 
Prozesse statt, die das Entstehen von transformierenden Ereignissen begünstigen und somit 
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von Lymphomen spielen. So können während 
der VDJ-Rekombination im Knochenmark, sowie der SHM oder dem Klassenwechsel im GC 
chromosomale Translokation entstehen. B-NHLs werden oft durch chromosomale 
Translokationen charakterisiert, die den IgV-Locus betreffen oder ihre Bruchpunkte in der 
Switch-Region oder in der Ziel-Region der SHM aufweisen (Küppers, 2005). Typischerweise 
gerät bei solchen Translokationen, das Onkogen unter Kontrolle des aktiven Ig-Locus, was 
zu einer deregulierten, konstitutiven Expression des translozierten Gens führt. Ein gutes 
Beispiel dafür ist die CCND1/IgH-Translokation im MCL, die als Nebenprodukt der 
VDJ-Rekombination entsteht (Stamatopoulos et al., 1999; Jares & Campo, 2008).  
Darüber hinaus können während der SHM auch Mutationen in nicht-Ig-Genen, wie z.B. BCL6 
und CD95 (Pasqualucci et al., 1998; Muschen et al., 2000c), eingefügt werden. Diese 
Mutationen können in seltenen Fällen die Entwicklung von Lymphomen begünstigen. So 
werden in ca. 20% der (Post-)GC-B-Zell-Lymphome inaktivierende Mutationen in CD95 
gefunden, die die Lymphomzellen vor Apoptose schützen (Küppers, 2005). Aber auch die 
aberrante SHM kann zu einer deregulierten Expression betroffener Gene führen, indem 
Mutationen in die 5´-regulatorische Region der Gene eingeführt werden. Dies wurde für 
verschiedene Proto-Onkogene wie MYC, BCL6 oder PIM1 gezeigt (Pasqualucci et al., 2001). 
Weitere Faktoren, die für die Pathogenese von Lymphomen eine wichtige Rolle spielen, sind 
Mutationen in Tumorsupressorgenen wie z.B. in TP53 oder NFKBIA, genomische 
Amplifikationen wie z.B. REL, die onkogenen Eigenschaften von Viren, wie z.B. das 
Epstein-Barr-Virus (EBV) oder aber der Einfluss des Tumormikromilieus (Küppers, 2005). 
1.4.1 Das Hodgkin-Lymphom 
Das HL zählt zu einem der am häufigsten vorkommenden Lymphome in der westlichen Welt, 
mit einer Inzidenz von drei Fällen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Bezogen auf das 
Erkrankungsalter lassen sich zwei Häufigkeitsgipfel ausmachen. Dabei erkranken bevorzugt 
Erwachsene in einem Alter von 20 bis 30 Jahren, oder nach dem 65. Lebensjahr. Prinzipiell 
kann die Erkrankung aber auch in jedem anderen Alter auftreten. Im Allgemeinen erkranken 
Männer etwas häufiger als Frauen. Das erste Anzeichen für ein HL ist meistens eine 
schmerzlose periphere Lymphadenopathie am Hals oder hinter dem Brustbein 
(Mediastinum). Bei einem Teil der Patienten treten zusätzlich unspezifische Symptome wie 
Leistungsabfall, Müdigkeit, Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweiß auf (Yung & Linch, 
2003). Die Prognose des HL hängt vom Tumorstadium, von der Histologie, vom Alter und 
Allgemeinbefinden des Patienten ab. Die Therapie erfolgt für die meisten Patienten mit einer 
Kombination aus Strahlen- und Chemotherapie. Wird das HL früh diagnostiziert und die 
Patienten früh therapiert liegt die Heilungsrate mittlerweile bei ungefähr 90% (Diehl et al., 
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2004; Küppers et al., 2012). Dennoch ist die allgemeine Lebenserwartung aufgrund von 
langfristigen therapiebedingten Nebenwirkungen reduziert (Ng et al., 2002; Bhatia et al., 
2003). Derzeit werden alternative Therapieansätze, wie z.B. die Immuntherapie erforscht, die 
in Zukunft eine sinnvolle Ergänzung der etablierten Therapien darstellen könnten. Zu diesen 
Therapien gehört u.a. der Einsatz des Anti-CD30-Antikörpers Brentuximab Vedotin, der 
gekoppeltes Zytostatikum direkt in die Tumorzellen befördert. Bei Patienten, die ein Rezidiv 
erleiden oder die auf klassische Behandlungen nicht ansprechen, wird dieses Präparat 
bereits erfolgreich eingesetzt (Rothe et al., 2012; Stathis & Younes, 2015).  
Charakteristisch für das HL ist das Vorkommen von großen neoplastischen, ein- oder 
mehrkernigen HRS-Zellen. Ihr Nachweis erfolgt durch die histologische Untersuchung eines 
Lymphknotens und ist für die Diagnose eines HL erforderlich. Die HRS-Zellen liegen 
eingebettet inmitten eines inflammatorischen Mikromilieus, das sich u.a. aus T-Zellen, 
B-Zellen, Neutrophilen, Eosinophilen, Makrophagen und Mastzellen zusammensetzt. 
Normalerweise machen die HRS-Zellen nur ungefähr 0,1-2% der Tumormasse aus (Küppers 
et al., 2012). Aufgrund morphologischer und immunphänotypischer Kriterien wird das HL 
unterteilt in das klassische HL (engl. classic HL, cHL), das ca. 95% aller HL ausmacht, und in 
das noduläre Lymphozyten-prädominante HL (NLPHL, ca. 5% aller HL). Das cHL wird 
anhand von Histologie und Phänotyp der Zellen weiter in vier Subtypen unterteilt: das 
nodulär-sklerosierende cHL (ca. 70% der cHL), das gemischtzellige cHL (20-25 %), das 
lymphozytenreiche cHL (5%) und das lymphozytenarme cHL (0,3%) (Matsuki & Younes, 
2015).  
HRS-Zellen besitzen einen sehr komplexen und ungewöhnlichen Immunphänotyp. Sie 
exprimieren typische Marker vieler hämatopoetischer Zellreihen. So können HRS-Zellen 
typische Marker von T-Zellen (CD3, NOTCH1, GATA3), von B-Zellen (PAX5, CD20), von 
dendritischen Zellen (CCL17), von NK-Zellen (ID2), von myeloiden Zellen (CSFR1) oder von 
Granulozyten (CD15) ausprägen. Immer exprimieren sie jedoch den Aktivierungsmarker 
CD30 (Küppers et al., 2012). Aufgrund dieses ungewöhnlichen Immunphänotyps und ihrer 
Seltenheit im Tumorgewebe war der zelluläre Ursprung der HRS-Zellen lange Zeit nicht 
bekannt. Durch Mikrodissektion einzelner HRS-Zellen aus dem Gewebe und 
Einzelzellanalysen konnte ihr B-Zellursprung nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass 
HRS-Zellen umgelagerte IgV-Gene besitzen und innerhalb eines Tumors klonal miteinander 
verwandt sind. Durch den Nachweis von somatischen Mutationen in den umgelagerten 
IgV-Genen wurde gezeigt, dass die HRS-Zellen ihren Ursprung in GC-B-Zellen haben 
(Küppers et al., 1994; Hummel et al., 1996; Kanzler et al., 1996b; Bräuninger et al., 1997; 
Marafioti et al., 1997; Irsch et al., 1998; Vockerodt et al., 1998; Bräuninger et al., 1999). In 
ca. 25% der cHL-Fälle wurden inaktivierende Mutationen, wie Stopcodons, Insertionen oder 
Deletionen, die zur Verschiebung des Leserasters führen, in den ursprünglich funktionellen 
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IgV-Genen nachgewiesen (Küppers et al., 1994; Kanzler et al., 1996b; Marafioti et al., 2000). 
Diese sogenannten „verkrüppelnden“ Mutationen verhindern die Ausprägung eines 
funktionellen BCR. Normalerweise würde dies im Rahmen der GC-Reaktion zum Zelltod 
durch Apoptose führen. Aufgrund der Tatsache, dass dies bei HRS-Zellen jedoch nicht der 
Fall ist, ist anzunehmen, dass sie von Prä-apoptotischen-GC-B-Zellen abstammen, die dem 
programmierten Zelltod durch vorangegangene transformierende Ereignisse entkommen 
konnten (Kanzler et al., 1996b; Küppers et al., 1998). In vielen cHL-Fällen mit verkrüppelten 
BCRs wurde auch EBV nachgewiesen (Bräuninger et al., 2006). EBV kann durch die 
Expression von LMP2a die BCR-Aktivität imitieren, was das Überleben von 
HRS-Vorläuferzellen ohne funktionellen BCR im GC erklären könnte (Bechtel et al., 2005; 
Chaganti et al., 2005; Mancao & Hammerschmidt, 2007). Aufgrund der Expression von 
typischen T-Zell-Markern wurden Studien durchgeführt, in denen HRS-Zellen auf eine 
mögliche Abstammung von T-Zellen untersucht wurden. Eine Umlagerung des 
T-Zell-Rezeptors bei gleichzeitiger Abwesenheit des BCR war jedoch nur sehr selten 
(Muschen et al., 2000a; Seitz et al., 2000). 
Die genaue Pathogenese des cHL ist weitestgehend noch nicht geklärt, aber es wurden 
bereits viele verschiedene Faktoren beschrieben, die einen Beitrag zur Pathogenese leisten. 
So sind in ungefähr 40% der cHL-Fälle die HRS-Zellen mit EBV infiziert. Es wurde auch 
beobachtet, dass die HRS-Zellen klonal mit EBV infiziert sind. Das lässt vermuten, dass 
schon die Vorläuferzelle infiziert ist und es sich somit um ein frühes Ereignis in der 
Pathogenese des cHL handelt (Anagnostopoulos et al., 1989; Weiss et al., 1989). Die 
Ausprägung der EBV-kodierten Proteine LMP1 und LMP2a scheint auch eine Rolle in der 
HL-Pathogenese zu spielen. So imitiert LMP1 einen aktivierten CD40-Rezeptor, der für das 
Überleben und die Differenzierung der B-Zellen im GC notwendig ist und LMP2a täuscht die 
Signale eines funktionierenden BCRs vor. Beide Faktoren tragen vermutlich dazu bei, 
HRS-Vorläuferzellen ohne funktionalen BCR vor der Apoptose zu bewahren (Bechtel et al., 
2005; Chaganti et al., 2005; Mancao et al., 2005; Mancao & Hammerschmidt, 2007). 
Obwohl HRS-Zellen von reifen B-Zellen abstammen, konnten Genexpressionsanalysen 
zeigen, dass es eine allgemeine Herabregulierung der Expression von Genen gibt, die für 
B-Zellen spezifisch sind (Schwering et al., 2003). So fehlen den HRS-Zellen zahlreiche 
B-Zell-spezifische Transkriptionsfaktoren wie z.B. OCT2, PU.1 und BOB1 (Stein et al., 2001; 
Torlakovic et al., 2001; Jundt et al., 2002). Im Gegensatz dazu werden Regulatoren anderer 
Zellreihen, wie z.B. der Hauptregulator für die T-Zelldifferenzierung NOTCH1 und der 
NK-Zell-Faktor ID2, aberrant exprimiert (Renne et al., 2006; Jundt et al., 2008). Es konnte 
gezeigt werden, dass NOTCH1 in der Lage ist, die Ausprägung B-Zell-spezifischer Gene zu 
unterdrücken und die Expression von Genen, die für andere Zelltypen charakteristisch sind, 
zu induzieren (Jundt et al., 2008). So aktiviert NOTCH1 unter anderem die Expression von 
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GATA3 in HRS-Zellen (Stanelle et al., 2010), wohingegen es die Ausprägung der 
B-Zell-Transkriptionsfaktoren E2A und EBF unterdrückt (Jundt et al., 2008). ID2 hingegen 
inhibiert zusammen mit ABF-1 direkt den für die B-Zellentwicklung wichtigen 
Transkripionsfaktor E2A (Mathas et al., 2006). Zusätzlich scheint in HRS-Zellen die 
Expression von Faktoren der Polycomp Gruppe 1 und 2 zur Runterregulierung von 
B-Zell-spezifischen Genen und für die Expression von Markern anderer Zellreihen eine 
wichtige Rolle zu spielen (Raaphorst et al., 2000; Dukers et al., 2004). Aufgrund der 
Tatsache, dass HRS-Zellen von GC-B-Zellen abstammen und ohne funktionierenden BCR in 
Apoptose gehen würden, könnte der Verlust ihres ursprünglichen Phänotyps zu ihrer Rettung 
vor dem programmierten Zelltod beitragen. Der Verlust der B-Zell-Gene könnte also eine 
wichtige Rolle in der Pathogenese des cHL spielen.  
Normalerweise unterliegt die Aktivierung von Signalwegen einer strengen Regulation. In 
HRS-Zellen gibt es jedoch Signalwege, wie z.B. den NF-κB- und den JAK/STAT-Signalweg, 
die konstitutiv aktiviert sind und somit eine zentrale Bedeutung für ihr Überleben darstellen 
(Bargou et al., 1997). Für die konstitutive Aktivierung des Signalweges spielt die Interaktion 
der HRS-Zellen mit dem umliegenden Mikromilieu eine wichtige Rolle. Verschiedene 
Rezeptoren auf den HRS-Zellen, u.a. CD40, CD30 und RANK, werden durch ihre Liganden, 
die von benachbarten Zellen ausgeprägt werden, aktiviert (Annunziata et al., 2000; Fiumara 
et al., 2001; Horie et al., 2002). Aber auch inaktivierende Mutationen in Genen der 
NF-κB-Inhibitoren IκBα oder IκBε sind für die Aktivierung dieses Signalweges in 10-20% der 
cHL Fälle mitverantwortlich (Cabannes et al., 1999; Jungnickel et al., 2000; Emmerich et al., 
2003; Lake et al., 2009; Liu et al., 2010). Weitere Gründe sind chromosomale Zugewinne 
von REL (30% der Fälle) und NIK (25%, NF-κB-inducing kinase) sowie inaktivierende 
Mutationen des NF-κB-Inhibitors TNFAIP3 (40%, kodiert A20) (Joos et al., 2002; Martin-
Subero et al., 2002; Saitoh et al., 2008; Kato et al., 2009; Schmitz et al., 2009; Steidl et al., 
2010). Interessanterweise tritt die TNFAIP3-Mutation vorwiegend in EBV-negativen 
cHL-Fällen auf. In EBV-positiven Fällen kann das von EBV exprimierte Protein LMP1, durch 
Imitierung des CD40 Rezeptors, ebenfalls zur NF-κB Aktivierung beitragen (Gires et al., 
1997; Kieser et al., 1997). Mutationen in weiteren Regulatoren von NF-κB, wie BCL3, CYLD, 
und TRAF3, können in vereinzelten Fällen auch mutiert sein (Martin-Subero et al., 2006; 
Schmidt et al., 2010; Otto et al., 2012). Der JAK/STAT-Signalweg ist in den HRS-Zellen 
ebenfalls konstitutiv aktiv. In HRS-Zellen wurde eine konstitutive Ausprägung von 
STAT-Proteinen, wie STAT3, STAT5 und STAT6 nachgewiesen (Kube et al., 2001; Hinz et 
al., 2002; Skinnider et al., 2002). Signale der Zytokine IL13 und IL21, die von den 
HRS-Zellen ausgeprägt werden, führen ebenfalls zu einer Aktivierung des 
JAK/STAT-Signalweges (Skinnider et al., 2002; Lamprecht et al., 2008; Scheeren et al., 
2008). Zusätzlich wurde in 40% bzw. in 20% der cHL-Fälle inaktivierende Mutationen im 
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SOCS1- und PTPN1-Gen, beides negative Regulatoren der STAT-Aktivität, gefunden 
(Weniger et al., 2006; Gunawardana et al., 2014). In einer weiteren Studie konnten 
chromosomale Amplifikationen von 9p24, in der JAK2 liegt, in den HRS-Zellen 
nachgewiesen werden. In seltenen Fällen ist JAK2 auch in chromosomalen Tanslokationen 
beteiligt (Küppers, 2012). Weitere genetische Läsionen, die in HRS-Zellen nachgewiesen 
wurden, sind u.a. in Apoptose- Regulatoren wie TP53 (8% der Fälle), CD95 (6% der Fälle) 
und MDM2 (60% der Fälle) (Küppers, 2012). Des Weiteren wurde gezeigt, dass in 7 von 10 
cHL-Fällen inaktivierende Mutationen in β-2-microglobulin (B2M), zu einem Verlust von 
MHCI-Molekülen führen (Reichel et al., 2015). Auch chromosomale Translokationen des 
IgH-Locus wurden in den HRS-Zellen von ca. 20% der cHL-Fälle gefunden. Einige von Ihnen 
betreffen die Onkogene BCL1, BCL2, BCL3, BCL6, REL und MYC, aber in den meisten 
Fällen sind die Translokationspartner unbekannt (Küppers et al., 2012).  
Die Interaktion von HRS-Zellen mit Zellen aus ihrem Mikromilieu ist von zentraler Bedeutung 
für ihr Überleben und hilft ihnen, sich vor Angriffen des Immunsystems, insbesondere von 
zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen, zu schützen. Die HRS-Zellen sind umgeben von 
B-Zellen, Mastzellen, Makrophagen, Eosinophilen, Neutrophilen und vor allem T-Zellen, die 
durch Zytokine und Chemokine von den HRS-Zellen angezogen werden (Küppers et al., 
2012). Diese Nicht-Tumorzellen machen ungefähr 99% des Tumorgewebes aus. Den 
größten Anteil des Mikromilieus stellen dabei jedoch CD4+ T-Helferzellen mit einem 
Typ2-T-Helferzellen oder T-regulatorischen Phänotyp dar. Wie wichtig das Mikromilieu für 
die HRS-Zellen ist, zeigt z.B. die Tatsache, dass HRS-Zellen nicht im peripheren Blut 
vorkommen und es sehr schwer ist HRS-Zellen zu kultivieren (Küppers et al., 2012). Einer 
der Gründe hierfür könnte die Abhängigkeit der konstitutiven Aktivität von NF-κB sein. 
HRS-Zellen exprimieren die Rezeptoren CD30, CD40 und RANK, deren Stimulierung durch 
die Zellen des Mikromilieus zur Aktivierung des NF-κB-Signalweges führt (Annunziata et al., 
2000; Fiumara et al., 2001; Horie et al., 2002). So prägen z.B. umliegende 
CD4+ T-Helferzellen den CD40-Liganden aus, während der CD30-Ligand von Mastzellen 
oder Eosinophilen exprimiert wird. Der enge Kontakt zwischen HRS-Zellen und den 
umliegenden CD4+ T-Helferzellen, wird vermittelt durch die Interaktion der 
Adhäsionsmoleküle CD58 und CD54, sowie der Rezeptoren CD40 und CD80, deren 
Bindungspartner von den rosettierenden T-Zellen ausgeprägt werden (Sanders et al., 1988; 
Carbone et al., 1995; Delabie et al., 1995; Nozawa et al., 1998). Eine wichtige Funktion des 
Mikromilieus der HRS-Zellen ist die Immunevasion, vor allem der Schutz vor zytotoxischen 
T-Zellen und NK-Zellen. HRS- und regulatorische T-Zellen sezernieren z.B. IL-10 und 
TGF-β, die beide zytotoxische T-Zellen inhibieren (Kadin et al., 1990; Herbst et al., 1996; 
Skinnider & Mak, 2002). Diese Hemmung der zytotoxischen T-Zellen wird durch die 
Sekretion von IL-7 und der Expression von Galectin-1 durch die HRS-Zellen verstärkt. IL-7 
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führt zu einer verstärkten Differenzierung von naiven CD4+ T-Helferzellen in regulatorische 
T-Zellen und Galektin-1 führt zur Sekretion von Zytokinen, die typisch für Typ2-T-Helferzellen 
sind, und zu einer Expansion der Population regulatorischer T-Zellen im Mikromilieu der 
HRS-Zellen (Matsuki & Younes, 2015). Weitere Faktoren zum Schutz vor zytotoxischen 
T-Zellen umfassen die Expression von CD95- und PD1-Liganden auf den HRS-Zellen, die in 
zytotoxischen T-Zellen Apoptose einleiten oder deren Aktivität hemmen (Verbeke et al., 
2001; Yamamoto et al., 2008). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass inaktivierende Mutationen in 
B2M zu einem Verlust von MHCI-Molekülen führen und somit eine weitere Strategie der 
Immunevasion in HRS-Zellen darstellen (Reichel et al., 2015). Viele weitere Faktoren, wie 
z.B. die Chemokine RANTES (CCL5), Eotaxin, MIP-3α (CCL20) oder TARC (CCL17) und 
verschiedene Interleukine, die von HRS-Zellen oder anderen Zellen des Mikromilieu 
sezerniert oder ausgeprägt werden, prägen und formen das Mikromilieu auf verschiedenste 
Weise und nehmen positiven Einfluss auf das Überleben der HRS-Zellen (Matsuki & Younes, 
2015). 
1.4.2 Das Mantelzell-Lymphom 
Das MCL gehört zu den aggressiven Lymphomen und macht ca. 4-10% aller NHL aus (Jares 
& Campo, 2008). Es tritt vorwiegend bei Männern im fortgeschrittenen Alter auf und hat 
aufgrund seines aggressiven Verlaufs eine sehr schlechte Prognose mit einer mittleren 
Überlebensrate von 5 - 7 Jahren (Jares & Campo, 2008; Perez-Galan et al., 2011). Die 
Tumorzellen des MCL entwickeln sich aus den B-Lymphozyten die in der Mantelzone des 
GC lokalisiert sind. Charakteristisch für das MCL ist die Translokation t(11;14), bei der das 
Cyclin D1-Gen (CCND1), während eines Fehlers der VDJ-Rekombination in den IgH-Locus 
transloziert wird. Dies führt zu einer Überexpression von Cyclin D1, das normalerweise nicht 
in B-Lymphozyten exprimiert wird (Stamatopoulos et al., 1999; Jares & Campo, 2008). 
Oftmals lassen sich im MCL zusätzliche transformierende Ereignisse nachweisen. Dazu 
gehören z.B. Mutationen in Genen, die an der Zellzyklusregulierung und der DNA-Reparatur, 
beteiligt sind, wie z.B. ATM, NOTCH1 und TP53 (Camacho et al., 2002; Perez-Galan et al., 
2011; Kridel et al., 2012). Darüber hinaus wurden in 15% der MCL-Fälle Mutationen in 
TNFAIP3 nachgewiesen (Honma et al., 2009).  
1.4.3 Kombinationslymphome 
Bei ungefähr 1-4% aller Lymphome handelt es sich um Kombinationslymphome (Küppers et 
al., 2014). Kombinationslymphome sind sehr seltene Kombinationen von zwei 
unterschiedlichen Lymphomen in einem Patienten, die meistens gleichzeitig auftreten und im 
selben Organ lokalisiert sind. Es kann sich dabei um eine Kombination von zwei NHL oder 
einem NHL und einem HL handeln (Kim et al., 1977; Jaffe et al., 1994). Sehr häufig haben 
Kombinationslymphome einen B-Zellursprung. Durch Analyse der umgelagerten Ig-Gene in 
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beiden Lymphomarten konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die meisten 
Kombinationslymphome klonal miteinander verwandt sind (Bräuninger et al., 1999; Küppers 
et al., 2001; van den Berg et al., 2002; Tinguely et al., 2003; Rosenquist et al., 2004a; 
Rosenquist et al., 2004c). Zusammengenommen konnte bisher in 11 von 18 
Kombinationslymphomen, bestehend aus HL und NHL, eine klonale Verwandtschaft 
nachgewiesen werden (Küppers et al., 2014). Interessanterweise waren die IgV-Gene 
oftmals somatisch mutiert und zeigten sowohl gemeinsame als auch unterschiedliche 
Mutation zwischen beiden Lymphomarten. Die somatisch mutierten IgV-Gene lassen 
vermuten, dass die gemeinsame Vorläuferzelle der beiden Lymphome die GC-Reaktion 
durchlaufen hat, bei welcher der Prozess der SHM von IgV-Genen stattfindet (Küppers et al., 
1993). Des Weiteren können in klonal verwandten Kombinationslymphome häufig 
gemeinsame genetische Läsionen, wie z.B. Translokationen, nachgewiesen werden 
(Tinguely et al., 2003; Schmitz et al., 2005; Nakamura et al., 2007). Diese gemeinsamen 
transformierenden Ereignisse erfolgen schon früh in der gemeinsamen Vorläuferzelle der 
Lymphome, während unterschiedliche Mutationen erst später in der Entwicklung der 
einzelnen Lymphome stattfinden (Küppers et al., 2014). 
Zusammenfassend ergibt sich dadurch ein Szenario der Entstehung klonal verwandter 
Kombinationslymphoma, welches in Abbildung 3 dargestellt ist. Kombinationslymphome 
stellen somit interessante Modelle dar, um Ähnlichkeiten und Unterschiede zwischen den 
beteiligten Lymphomarten und die Mehrschrittpathogenese in der Lymphomentstehung 
besser zu verstehen.  
 
 
 
Abbildung 3: Szenario der Entstehung klonal verwandter Kombinationslymphome (Küppers et al., 
2014).  
Dargestellt ist die Entwicklung klonal verwandter Kombinationslymphome, bestehend aus einem cHL und 
einem NHL. Die beiden Lymphome entwickeln sich aus einer möglicherweise bereits (Prä-)malignen 
Vorläuferzelle. Diese Vorläufer-B-Zelle absolviert im GC mehrere Runden Proliferation und somatische 
Hypermutation ihrer IgV-Gene. Während der GC-Reaktion finden weitere gemeinsame und individuelle 
transformierende Ereignisse statt, die zur Entwicklung in zwei unterschiedliche Lymphome führen. Die 
horizontalen Linien symbolisieren die IgV-Gene und die vertikalen Linien die IgV-Genmutationen. CLP = 
engl. common lymphoma precursor, gemeinsame Lymphom-Vorläuferzelle. 
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1.5 CD58 
CD58, auch lymphocyte function-associated antigen 3 (LFA-3) genannt, ist ein 
kostimulatorisches Molekül, das zur Superfamilie der Immunglobuline gehört. Es wird auf 
einer Vielzahl hämatopoetischer Zellen, vor allem auf APCs, ausgeprägt. Zusätzlich wird 
CD58 auch auf malignen Zellen, wie z.B. auf HRS-Zellen, exprimiert, wo es bedeutend ist für 
die Bindung rosettierender T-Zellen (Sanders et al., 1988; Fromm et al., 2006). CD58 ist ein 
stark glykolsyliertes Zelladhäsionsmolekül, welches an den CD2-Rezeptor auf 
T-Lymphozyten und NK-Zellen bindet und dessen Interaktion verschiedene 
immunmodulierende Effekte auslöst (Springer et al., 1987; Gollob & Ritz, 1996; Wang et al., 
1999; Bullens et al., 2001). Vor allem für die Adhäsion und die Aktivierung von zytotoxischen 
T- und NK-Zellen spielt die Expression von CD58 eine bedeutende Rolle (Wang et al., 1999). 
Dies wurde z.B. durch Analysen mit monoklonalen CD58-Antikörpern bestätigt. Es konnte 
eine verminderte Erkennung und Zytolyse von Melanomzellen durch zytotoxische T- und 
NK-Zellen durch die Verwendung der CD58-Antikörper gezeigt werden (Altomonte et al., 
1993). Darüber hinaus wurde kürzlich beschrieben, dass eine Inaktivierung von CD58 im 
DLBCL und in einigen T-Zell-Lymphomen eine bedeutende Rolle bei der Immunevasion 
zukommt (Challa-Malladi et al., 2011; Palomero et al., 2014). So wurde in ungefähr 20% der 
DLBCL-Fälle eine mono- oder biallelische genetische Läsion im CD58-Gen gefunden. In 
immunhistochemischen Analysen konnte aber in mehr als der Hälfte der analysierten 
DLBCL-Fälle keine CD58-Proteinexpression gezeigt werden (Challa-Malladi et al., 2011). 
Das lässt vermuten, dass neben den Mutationen noch weitere Mechanismen für die 
Runterregulierung von CD58 verantwortlich sind. Darüber hinaus konnte in DLBCL-Zelllinien 
gezeigt werden, dass der Verlust von CD58 dazu beiträgt, dass die Zellen schlechter von 
NK-Zellen erkannt werden und somit die Zytolyse durch NK-Zellen vermindert ist (Challa-
Malladi et al., 2011). 
1.6  Der CD30-Rezeptor 
CD30, auch bekannt als TNFRSF8, ist ein glykosyliertes Transmembranprotein und Mitglied 
der TNF-Rezeptor-Superfamilie (Dürkop et al., 1992; Falini et al., 1995). Es handelt sich um 
ein Typ I-Transmembranprotein, dessen N-Terminus in den extrazellulären und C-Terminus 
in den intrazellulären Raum reicht. Der reife CD30-Rezeptor entsteht durch starke 
Glykosylierungen eines ca. 85 kDa großen Vorläuferproteins und hat eine molekulare 
Gesamtmasse von ca. 120 kDa (Falini et al., 1995). Er besteht aus 595 Aminosäuren, wobei 
der extrazelluläre Anteil aus 365 Aminosäuren, der transmembrane Teil aus 24 Aminosäuren 
und die zytoplasmatische Domäne aus 188 Aminosäuren besteht (Dürkop et al., 1992). Der 
extrazelluläre Teil des CD30-Rezeptors ist homolog zu den anderen Mitgliedern der 
TNF-Rezeptor-Superfamilie und weist sechs Cystein-reiche Motive auf. Die zytoplasmatische 
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Region hingegen hat keine Homologien zu den anderen Mitgliedern der Proteinfamilie. Trotz 
potentieller Phosphorylierungsstellen fehlt die katalytische Kinaseaktivität, so dass von 
Unterschieden im Signalmechanismus ausgegangen wird (Falini et al., 1995; Horie & 
Watanabe, 1998). Neben der Membran-gebundenen Form gibt es auch eine lösliche 
Variante, die sCD30 (engl. soluble) genannt wird. Sie besteht nur aus dem extrazellulären 
Teil des CD30-Rezeptors, der durch eine proteolytische Spaltung abgetrennt wird (Falini et 
al., 1995; Horie & Watanabe, 1998). Erhöhte sCD30-Konzentrationen werden im Serum von 
Patienten mit viralen Infektionen (HIV, Hepatitis B-Virus, EBV), einigen autoimmunen 
Erkrankungen und bei einigen Lymphomerkrankungen gefunden und können somit einen 
Hinweis auf die Erkrankung geben und eine Verlaufskontrolle ermöglichen (Horie & 
Watanabe, 1998; Sotomayor et al., 2014). Die Signalweiterleitung erfolgt über 
Signalmediatoren, wie beispielsweise den TRAF-Molekülen. So enthält die zytoplasmatische 
Region des CD30-Rezeptors Bindestellen für TRAF1, 2, 3 und 5 (Lee et al., 1996; Aizawa et 
al., 1997; Boucher et al., 1997; Horie et al., 1998). Die biologische Funktion von CD30 ist 
abhängig vom Zelltyp, Differenzierungsstadium und Transformationszustand der Zelle, sowie 
von der Anwesenheit anderer Stimuli (Grüss et al., 1994). Der natürliche Ligand CD30L, wird 
auf verschiedenen hämatopoetischen Zellen, wie aktivierten T-Zellen, ruhenden B-Zellen und 
Granulozyten exprimiert. Die Effekte nach Aktivierung von CD30 durch seinen Liganden oder 
durch Kreuzvernetzung mit Antikörpern, sind pleiotrop, einschließlich Aktivierung, 
Proliferation, Differenzierung und Zelltod (Horie & Watanabe, 1998; Schneider & Hubinger, 
2002). So wurde in murinen B-Zellen beschrieben, dass die Stimulierung des 
CD30-Rezeptors zur Proliferation und erhöhten Antikörperproduktion führte (Shanebeck et 
al., 1995). Im Gegensatz dazu wurde in humanen Zellen gezeigt, dass die Expression von 
CD30 den CD40-induzierten Klassenwechsel und die Antikörperproduktion hemmt (Cerutti et 
al., 1998). Ein weiteres Beispiel für seine duale Funktion wurde durch die Aktivierung von 
CD30 mittels eines Anti-CD30-Antikörpers gezeigt. In anaplastisch-großzelliges Lymphom 
(engl. anaplastic large-cell lymphoma, ALCL)-Zelllinien führt die Aktivierung von CD30 zu 
Apoptose, während derselbe Antikörper in HL-Zelllinien Proliferation auslöst (Mir et al., 
2000). Die Interaktion mit seinem Liganden führt zur Trimerisierung des Rezeptors, die für 
TNF-Rezeptoren charakteristisch ist, und kann zur Aktivierung des NF-κB-Signalweges, 
sowie zur Aktivierung der MAP-Kinasen JNK, ERK und p38 führen (Schneider & Hubinger, 
2002). 
CD30 wird nicht von B-Lymphozyten im peripheren Blut ausgeprägt, sondern nur von einigen 
aktivierten B- und T-Zellen in lymphatischen Geweben. Bisher ist jedoch nur wenig über die 
Eigenschaften und den Differenzierungsstatus dieser seltenen Zellen bekannt. Bei den 
CD30+ B-Zellen handelt es sich um große, mononukleäre und proliferierende Zellen, die 
innerhalb von GCs und in extrafollikulären Regionen sekundärer lymphatischer Organe 
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angesiedelt sind (Stein et al., 1985; Cattoretti et al., 2006). Es wurde gezeigt, dass 
extrafollikuläre CD30+ B-Zellblasten MYC, PAX5, IRF4, ID2 und JUNB exprimieren. Ein Teil 
dieser Zellen prägt zusätzlich AID aus (Cattoretti et al., 2006; Cattoretti, 2013). Die 
CD30+ B-Zellen innerhalb des GC wurden als stark proliferierend, IRF4+ und MYC+ 
beschrieben (Cattoretti, 2013). Darüber hinaus ist CD30 in EBV infizierten lymphoblastoiden 
Zelllinien, in einigen EBV- infizierten B-Zellen infektiöser Mononukleose, in CD4+ T-Zellen, 
die mit HIV infiziert sind und auf aktivierten Zellen verschiedener Autoimmunkrankheiten, 
ausgeprägt (Tsitsikov et al., 1997; Kurth et al., 2000; Sotomayor et al., 2014). 
Die Expression von CD30 ist auch charakteristisch für die Tumorzellen des cHL und ALCL, 
sowie für einen Teil der DLBCL-Fälle (Stein et al., 1985; Hu et al., 2013; Sotomayor et al., 
2014). Da die Tumorzellen des cHL von CD30L-exprimierenden Zellen umgeben sind, trägt 
das CD30-Signal vermutlich zur Deregulierung von Signalwegen im cHL bei, beispielsweise 
die Aktivierung von NF-κB. Die CD30-Expression von Tumorzellen ist aber nicht nur wichtig 
für die Pathologie und Diagnostik dieser Tumoren, sondern eröffnet auch neue Möglichkeiten 
zur Behandlung. So wird der Anti-CD30-Antikörper Brentuximab Vedotin, der gekoppeltes 
Zytostatikum direkt in die CD30+ Tumorzellen befördert, seit einiger Zeit erfolgreich in 
klinischen Studien zur Behandlung von CD30+ Lymphomen eingesetzt (Rothe et al., 2012; 
Stathis & Younes, 2015). 
1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Trotz der Tatsache, dass in den letzten Jahren bereits viele Faktoren und Mechanismen, die 
einen Beitrag zur Lymphomentstehung des cHLs leisten beschrieben wurden, ist die genaue 
Pathogenese und Biologie des cHLs noch weitestgehend unbekannt. Ziel der vorliegenden 
Arbeit war es neue Aspekte der cHL-Pathogenese aufzuklären, indem nach möglichen 
Mutationen im CD58-Gen in den HRS-Zellen des cHLs gesucht und zusätzlich ein 
Kombinationslymphom analysiert werden sollte. 
Mutationen des CD58-Gens wurden erst kürzlich in einigen cHL-Zelllinien identifiziert 
(Giefing et al., 2008; Liu et al., 2014) und inaktivierende CD58-Mutationen in anderen 
Lymphomen beschrieben, in denen sie eine bedeutende Rolle bei der Immunevasion 
darstellen (Challa-Malladi et al., 2011; Palomero et al., 2014). Der Mechanismus der 
Immunevasion ist auch im cHL stark ausgeprägt und somit sollten die gefundenen 
CD58-Mutationen der cHL-Zelllinien bestätigt, die Auswirkung dieser Mutationen auf die 
Proteinausprägung analysiert und zusätzlich primäre cHL-Fälle bezüglich inaktivierender 
Mutationen im CD58-Gen untersucht werden. 
In einem weiteren Projekt sollte mittels IgV-Gen-PCR die klonale Verwandtschaft eines 
Kombinationslymphoms, das aus einem cHL und MCL besteht, untersucht werden. Des 
Weiteren sollten Untersuchungen zu gemeinsamen und unterschiedlichen transformierenden 
Ereignissen zwischen den beteiligten Lymphomen durchgeführt werden. Dafür sollte nach 
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Mutationen in verschiedenen Genen, die oft in diesen Lymphomtypen mutiert sind, gesucht 
werden. Diese Analysen sollten einen Einblick in die Pathogenese dieser Lymphome 
verschaffen und helfen die Mehrschrittpathogenese in der Lymphomentstehung besser zu 
verstehen. 
In einem dritten Teilprojekt dieser Arbeit sollten humane CD30+ B-Zellen aus tonsillärem 
Gewebe isoliert und charakterisiert werden. Über die Herkunft, Eigenschaften und 
Differenzierungsstand dieser sehr seltenen CD30-exprimierenden B-Zellen ist bisher nur 
wenig bekannt. Zusätzlich sollte analysiert werden, ob es einen Zusammenhang zwischen 
den normalen CD30+ B-Zellen und den HRS-Zellen des cHL gibt, da die HRS-Zellen des 
cHLs immer positiv für CD30 sind. So sollten im Rahmen dieser Arbeit ergänzend zu den 
bereits von Dr. Enrico Tiacci durchgeführten Genexpressionsanalysen die CD30+ B-Zellen 
mittels Durchflusszytometrie und IgV-Gen-PCR-Analysen charakterisiert werden und die 
differentielle Ausprägung ausgewählter Gene, die in den Genexpressionsprofilen identifiziert 
worden sind, durch qRT-PCR und Western Blot-Analyse validiert werden. 
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2 Material & Methoden 
2.1 DNA-Arbeitstechniken 
2.1.1 Isolierung genomischer DNA 
Für die Gewinnung genomischer DNA aus Zelllinien oder Zellsuspensionen wurden 
Zellmengen zwischen 250 – 1x106 Zellen, nach dem Prinzip der Proteinaussalzung und 
Alkoholfällung, isoliert. Dazu wurde das Gentra PureGene Kit oder das DNeasy Blood and 
Tissue Kit (beides Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. 
2.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration 
DNA-Konzentrationen wurden entweder quantitativ oder semiquantitativ durchgeführt. Die 
quantitative Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe eines Nanodrop ND-1000 
Mikrovolumenspektrometers (Thermo Scientific, Wilmington, USA). Dazu wurden die 
DNA-Proben um den Faktor 1:100 verdünnt und gegen bi-destilliertes, Nuklease-freies H2O 
gemessen. Die Konzentration der DNA wird unter Anwendung des Lambert-Beerschen 
Gesetzes photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt.  
A = c * d * ε 
A: Absorption, c: DNA-Konzentration, d: Schichtdicke der Küvette, 
ε: Extinktionskoeffizient doppelsträngiger DNA bei 260 nm. 
 
Bei einer Wellenlänge von 260 nm entspricht eine Absorption von 1,0 einer Konzentration 
von 50 µg/ml bezogen auf doppelsträngige DNA. Die Reinheit der extrahierten DNA wird 
durch die Bildung des Quotienten der Extinktion bei 260 und 280 nm bestimmt. Hinreichend 
reine DNA entspricht ungefähr einem Quotienten von 1,8 oder größer.  
Die semiquantitative DNA-Bestimmung wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese 
durchgeführt. Dafür wurde ein geringes definiertes Volumen der Probe neben einem 
definierten Volumen eines Größenmarkers (z.B. Low DNA Mass Ladder, Life Technologies, 
Darmstadt) auf ein Agarosegel aufgetragen. Der Marker zeigt die Intensität verschiedener 
DNA-Mengen an, die man mit der Intensität der Probe vergleicht und so die 
DNA-Konzentration der Probe abschätzt. 
2.1.3 IgV-Gen-PCR-Analyse von HRS- und MCL-Zellen eines 
Kombinationslymphoms und von CD30+ B-Zellen 
Zur Bestimmung der klonalen Verwandtschaft des cHL und MCL wurden deren 
V-Genumlagerungen mittels Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, 
PCR) amplifiziert. Dazu wurden die genauen PCR-Bedingungen zunächst mit sortierten 
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Einzelzellen monoklonaler Zelllinien, deren V-Genumlagerungen bekannt waren, etabliert. 
Für die Durchführung der etablierten PCR, wurden die Zellen des cHL mittels 
Laser-Mikrodissektion zu Proben mit jeweils zwei Zellen und die Zellen des MCLs zu jeweils 
zehn Zellen pro Probe isoliert. Die Laser-mikrodissektierten Zellen, die für diese und auch 
alle anderen beschriebenen PCRs in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden zuvor von 
Markus Schneider isoliert. Für die IgV-Gen-PCR der CD30+ B-Zellen wurden zuvor 2x 1000 
CD30+ GC-B-Zellen und 2x 1000 CD30+ Nicht-GC-B-Zellen isoliert (siehe 2.2.4). Die 
IgV-Gen-PCR erfolgte über zwei Runden, durch eine sogenannte seminested PCR. Es 
wurden Oligonukleotide (engl. primer) verwendet, die am 5´-Ende des V-Gensegmentes 
binden, kombiniert mit Primern die am 3´-Ende des J-Gensegmentes binden. In der ersten 
Runde wurde die PCR als Multiplex-PCR durchgeführt. Das bedeutet, es wurde eine 
Kombination aus familienspezifischen VHL-Primern und 3`-JH-Primern verwendet. Die 
IgV-Gene sind in sechs Familien zusammengefasst basierend auf einer Sequenzhomologie 
von mindestens 80%. Die VHL-Primer binden an die Leitpeptidsequenz der IgV-Gene der 
schweren Kette und sind so gestaltet, dass sie (fast) alle IgV-Gene einer Familie erkennen 
(Tabelle 1). In einer zweiten PCR wurden die voramplifizierten DNA-Fragmente in einzelnen 
PCR-Reaktionen mit den gleichen VHL-Primern und einer Mischung aus 5`-JH-Primern 
weiter vervielfältigt. Die Verwendung der eingerückten 5´-JH-Primer, die weiter innerhalb des 
J-Gensegmentes lokalisiert sind als die 3´-JH-Primer der ersten Runde (engl. seminested 
PCR), erhöht die Spezifität der PCR, da eine gleichzeitige Amplifizierung von unspezifischen 
Nebenprodukten überwiegend verhindert wird. Im ersten Schritt wurden die zellulären 
Proteine in den Zellproben beider Lymphomarten und in den Proben der CD30+ B-Zellen mit 
1 µl Proteinase K (18 mg/ml PCR grade, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) 
versetzt, bei 55°C für 3 Stunden verdaut und das Enzym durch eine 8 minütige Inkubation 
bei 95°C inaktiviert. Es folgte die Zugabe weiterer PCR-Komponenten wie dNTPs, Puffer, 
Primer und Wasser (siehe Abschnitt PCR-Protokolle und Programme). Sowohl für die PCR-
Ansätze in der ersten Runde als auch in der zweiten Runde wurde Expand High Fidelity™, 
DNA polymerase mix (Roche Diagnostics) eingesetzt. Dabei wurde die Erstrunden-PCR mit 
einem hotstart begonnen. Bei der PCR der CD30+ B-Zellen wurde sowohl in der ersten als 
auch in der zweiten Runde ein hotstart durchgeführt. Das bedeutet, dass der PCR-Ansatz 
zunächst 5 min bei 95°C denaturiert wird, bevor die Polymerase hinzugegeben und die PCR 
gestartet wird. Ein µl der Erstrunden-PCR diente im Anschluss als Amplifizierungsvorlage 
(engl. template) für die zweite Runde. Um Kondensierungen und Kontaminationen zu 
vermeiden, wurden die Proben der ersten Runde mit Mineralöl (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) überschichtet. Zur positiven Kontrolle wurden in der ersten Runde Proben von 
sortierten Einzelzellen und/oder Ansätze von zehn Zellen, die von monoklonalen Zelllinien 
mit bekannter V-Genumlagerung stammen, als template verwendet. Als Negativkontrolle 
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dienten zellfreie Pufferkontrollen. Alle Kontrollen der ersten Runde wurden mit in die zweite 
Runde überführt. Zusätzlich diente DNA aus monoklonalen Zelllinien mit bekannter 
V-Genumlagerung als positive Kontrolle für die zweite Runde. Reaktionsansätze ohne DNA, 
aber mit Wasser versehen, dienten als Zweitrundennegativkontrolle.  
 
PCR-Protokoll für die 1. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
2,5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
3 µl 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
6 µl Primer-Mix 1. Runde (1 µM) 
4 µl MgCl2 (25 mM) 
13 µl H2O 
+21 µl Zellen und Proteinase K in 1x PCR-Puffer 
+0,5 µl DNA-Polymerase-Mix (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
 
1. Runden Primer-Mix (Endkonzentration je Primer 1 µM) 
VHL1, VHL2, VHL3, VHL3.2, VHL4, VHL5, VHL6, 3`JH1, 2, 4, 5, 3`JH3 und 3`JH6, versetzt 
mit 10 mM Tris-Puffer 
 
PCR-Programm 1. Runde 
95°C 5 min, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min, 29/34 Zyklen (95°C 50 s, 61°C 30 s 
und 72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C Pause 
 
PCR-Protokoll für die 2. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
5 µl 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
2,5 µl familienspezifischer VHL Primer (2,5 µM) 
2,5 µl 5`JH Primer-Mix (2,5 µM) 
3 µl bzw. 4 µl MgCl2 (25 mM) 
30,4 bzw. 29,4 µl H2O 
+1 µl template (PCR-Produkt 1. Runde) 
+0,6 µl DNA-Polymerase (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
 
MgCl2-Konzentrationen 
1,5 mM VHL1 und 5 
2 mM VHL2, 3, 4 und 6 
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5`JH Primer-Mix (Endkonzentration je Primer 2,5 µM) 
5`JHL1, 4, 5, 5`JH2, 5`JH3 und 5`JH6, versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
 
PCR-Programm 2. Runde HRS- und MCL-Zellen  
90°C Pause, 95°C 4 min, 35 Zyklen (95°C 50 s, 63°C 30 s und 72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C 
Pause 
 
PCR-Programm 2. Runde CD30+ B-Zellen  
90°C Pause, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min, 34 Zyklen (95°C 50 s, 63°C 30 s und 
72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C Pause 
 
Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer für die IgV-Genanalyse 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
VH1L CTC-ACC-ATG-GAC-TGG-ACC-TGG-AG 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH2L TGC-TCC-ACR-CTC-CTG-CTR-CTG-A 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH3L ACC-ATG-GAG-TTT-GGG-CTG-AGC-TG 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH3.2L ACC-ATG-GAA-CTG-GGG-CTC-CGC-TG 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH4L CTC-CTG-GTG-GCA-GCT-CCC-AGA 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH5L ATC-ATG-GGG-TCA-ACC-GCC-ATC-CT 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
VH6L ACA-ATG-TCT-GTC-TCC-TTC-CTC-ATC 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
   
3'JH1,2,4,5 ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT 1. Runde 
3'JH3 ACC-TGA-AGA-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT 1. Runde 
3'JH6 ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT 1. Runde 
   
5'JH1,4,5 GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-KCC-CTG-GCC 2. Runde 
5'JH2 GAC-AGT-GAC-CAG-GGT-GCC-ACG-GCC 2. Runde 
5'JH3 GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-CCC-TTG-GCC 2. Runde 
5'JH6 GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-CCC-TTK-GCC 2. Runde 
 
2.1.4 Mutationsanalyse verschiedener Gene des 
Kombinationslymphoms 
Für die Durchführung der verschiedenen PCRs wurde DNA von Laser-mikrodissektierten 
HRS- und MCL-Zellproben, von denen zuvor eine Gesamtgenomvervielfältigung (engl. whole 
genome amplification, WGA) durchgeführt wurde, verwendet. Benötigte WGA-Proben für 
dieses Projekt und für die folgende Mutationsanalyse von CD58 wurden von Markus 
Schneider zur Verfügung gestellt. Die anschließenden PCR-Produkte wurden auf ein 
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Agarosegel aufgetragen, aus dem Gel aufgereinigt und direkt von beiden Seiten sequenziert 
(siehe Abschnitt 2.1.7, 0, 2.1.9). 
Um die Sequenzierungsergebnisse der WGA-Proben zu bestätigen, wurden in einigen Fällen 
zusätzlich jeweils Zweizellproben der Laser-mikrodissektierten MCL-Zellen und der 
HRS-Zellen analysiert. Im Fall von TP53 wurden zusätzlich Zweizellproben von 
CD3+ Lymphozyten analysiert um den somatischen Ursprung einer gefundenen Mutation zu 
untersuchen. Die mikrodissektierten Zellen wurden mit 1 µl Proteinase K (18 mg/ml PCR 
grade, Roche Diagnostics) versetzt und bei 55°C für 3 Stunden verdaut. Durch eine 
8-minütige Inkubation bei 95°C wurde das Enzym inaktiviert und die Proben wurden als 
template für die folgenden PCRs verwendet. Für alle PCRs wurden entsprechende Positiv- 
und Negativkontrollen mitgeführt, wie in den jeweiligen Kapiteln beschrieben. 
2.1.4.1 TP53 
Um nach Mutationen von TP53 im Kombinationslymphom zu suchen, wurde eine 
Zweirunden seminested PCR, mit 10 ng WGA-Produkt von beiden Tumorkomponenten 
durchgeführt. Es wurden Primer für Exon 4 bis 8 und PCR-Bedingungen verwendet, wie sie 
bereits beschrieben wurden (Montesinos-Rongen et al., 1999). In der ersten PCR-Runde 
wurden Exon 4 bis 8 zusammen bei 35 Zyklen amplifiziert. In einer zweiten Runde wurde 
eine seminested PCR mit 40 Zyklen durchgeführt, bei der die einzelnen Exons amplifiziert 
wurden. Ein µl der Erstrunden-PCR diente hierbei als template. In der ersten Runde wurde 
ein hotstart durchgeführt und Expand High Fidelity™, DNA polymerase mix (Roche 
Diagnostics) verwendet. In der zweiten Runde wurde Taq DNA-Polymerase 
(Fermentas/Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen für 
die PCRs mit WGA-Proben als template, waren identisch mit denen für PCRs mit 
Zweizellproben, siehe Abschnitt PCR-Protokoll und Programm für die 1. und 2. Runde. Als 
Positivkontrolle wurde genomische DNA von Zellen monoklonaler Zelllinien oder Einzelzellen 
bekannter HL-Fälle verwendet. Als Negativkontrolle dienten Reaktionsansätze ohne DNA, 
die aber mit Wasser versehen wurden.  
 
PCR-Protokoll für die 1. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
2,5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
3 µl 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
5 µl Primer-Mix 1. Runde (2,5 µM) 
4 µl MgCl2 (25 mM) 
14 µl H2O oder 33 µl H2O 
+21 µl Zellen und Proteinase K in 1x PCR-Puffer oder 2 µl WGA-DNA 
+0,5 µl DNA-Polymerase-Mix (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
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1. Runden Primer-Mix (Endkonzentration je Primer 1 µM) 
p53 4 UA, p53 4D, p53 5/6UA, p53 5/6D, p53 7/8UA und p53 7/8D, versetzt mit 10 mM 
Tris-Puffer 
 
PCR-Programm für die 1. Runde 
95°C 3 min, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min, 34 Zyklen (95°C 50 s, 61°C 30 s und 
72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C Pause 
 
PCR-Protokoll für die 2. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
2,5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
5 µl 10x PCR-Puffer mit KCL (Fermentas) 
2,5 µl p53 D Primer (2,5 µM) 
2,5 µl p53 UB Primer (2,5 µM) 
4 µl MgCl2 (25 mM) 
32,2 µl H2O 
+1 µl template (PCR-Produkt 1. Runde) 
+0,3 µl DNA-Polymerase (Taq DNA-Polymerase, Fermentas)  
 
PCR-Programm für die 2. Runde 
90°C Pause, 95°C 4 min, 40 Zyklen (95°C 50 s, 61°C 30 s und 72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C 
Pause 
 
Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von TP53 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
p53 4 D AGG-GTG-AAG-AGG-AAT-CCC-AAA-GTT Exon 4, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
p53 4 UA ACT-GAA-GAC-CCA-GGT-CCA-GAT-GAA Exon 4, 1. Runde 
p53 4 UB TTC-TGT-CCC-TTC-CCA-GAA-AAC-CTA Exon 4, 2. Runde, Sequenzierung 
p53 5/6 D AGG-GCC-ACT-GAC-AAC-CAC-CCT-TA Exon 5+6, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
p53 5/6 UA  TGT-TCA-CTT-GTG-CCC-TGA-CTT-TCA Exon 5+6, 1. Runde 
p53 5/6 UB CTC-TGT-CTC-CTT-CCT-CTT-CCT-ACA Exon 5+6, 2. Runde, Sequenzierung 
p53 7/8 D ACC-GCT-TCT-TGT-CCT-GCT-TGC-TTA Exon 7+8, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
p53 7/8 UA CAA-GGC-GCA-CTG-GCC-TCA-TCT-T  Exon 7+8, 1. Runde 
p53 7/8 UB CCT-CAT-CTT-GGG-CCT-GTG-TTA-TCT Exon 7+8, 2. Runde, Sequenzierung 
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2.1.4.2 TNFAIP3 
Für die Mutationsanalyse von TNFAIP3 im Kombinationslymphom wurde eine Zweirunden 
seminested PCR mit 10 ng WGA-Produkten und Ein- oder Zweizellproben beider 
Tumorbestandteile durchgeführt. Dafür wurden sequenzspezifische Primer für alle 
kodierenden Exons von TNFAIP3 (Exons 2-9) eingesetzt. Aufgrund der Größe von Exon 7, 
wurde dieses in zwei Teilen Amplifiziert. Die PCRs wurden in der ersten Runde (35 Zyklen) 
als Multiplex-PCR in zwei Ansätzen durchgeführt (Ansatz A und B), bevor in der zweiten 
Runde (40 Zyklen) die Exons einzeln durch eine seminested PCR bei identischen 
PCR-Bedingungen amplifiziert wurden. Sowohl in der ersten als auch in der zweiten Runde 
wurde Expand High Fidelity™, DNA polymerase mix (Roche Diagnostics) eingesetzt 
(Schmitz et al., 2009; Philipp et al., 2011). 
 
PCR-Protokoll für die 1. und 2. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
3 µl (1. Runde) oder 5 µl (2. Runde) 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, 
Roche Diagnostics) 
2,5 µl Primer-Mix forward 1. Runde oder Primer forward 2. Runde (2,5 µM) 
2,5 µl Primer-Mix reverse 1. Runde oder Primer reverse 2. Runde (2,5 µM) 
6 µl MgCl2 (1. Runde) oder 3 µl MgCl2 (2. Runde) (25 mM) 
10 µl Betain (5 M) 
+21 µl Zellen und Proteinase K in PCR-Puffer oder 1,5 µl 1. Runden-DNA +22 µl H2O 
+0,5 µl DNA-Polymerase (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
 
Primer-Mix 1. Runde (Endkonzentration je Primer (2,5 µM) 
AF) E2exF, E3exF, E7.1exF und E9exF, versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
AR) E2exR, E3exR, E7.1exR und E9exR, versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
BF) E4/5exF, E6exF, E7.2exF und E8exF, versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
BR) E4/5exR, E4I5exR, E7.2exR und E8exR, versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
 
PCR-Programm für die 1. und 2. Runde 
95°C Pause, 95°C 3 min, 40 Zyklen (95°C 30 s, 61°C 30 s und 72°C 90 s), 72°C 5 min, 15°C 
Pause 
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Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von TNFAIP3 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
A20E2exF TGC-CTA-CAG-ATC-AGG-GTA-ATG-ACA-AG Exon 2, 1. Runde 
A20E2seqF CCT-TTT-CAG-GTG-TTG-GAG-AG Sequenzierung 
A20E2intF GTT-TCC-TGC-AGG-CAG-CTA-TAG-AGG Exon 2, 2. Runde 
A20E2R AGC-TTC-ATG-AAT-GGG-GAT-CCA-GCA-G Exon 2, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E3exF ACC-ATT-CAG-TCC-CCT-AGA-ATA-GCA-G Exon 3, 1. Runde 
A20E3seqF TCC-TTT-CTG-TCC-TCA-GGT-G Sequenzierung 
A20E3intF ACC-TTT-GCT-GGG-TCT-TAC-ATG-CAG Exon 3, 2. Runde 
A20E3R TAT-GCC-CAC-CAT-GGA-GCT-CTG-TTA-G Exon 3, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E4-5exF 
TGA-ATA-ATT-GTA-GAG-TGA-TGT-CAG-
AAT-GAC 
Exon 4+5, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E4-5intF 
TAC-AGG-GAG-TAC-AGG-ATA-CAT-TCA-
AGC 
Exon 4+5, 2. Runde 
A20E4-5R 
GGA-AAA-CCC-TGA-TGT-TTC-AGT-GTC-
TAG 
Exon 4+5, 1. + 2. Runde, 
Sequenzierung 
A20E6exR AAT-CAC-TCT-ACT-GTT-GAG-CTT-CAG-G Exon 6, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E6F TGA-GAT-CTA-CTT-ACC-TAT-GGC-CTT-G Exon 6, 2. Runde 
A20E6intR TCA-GGT-GGC-TGA-GGT-TAA-AGA-CAG Exon 6, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E7.1exF GGT-TCT-ACA-ATT-CTT-GCC-ATA-ATC-CAC Exon 7, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E7.1intF 
GAG-CTA-ATG-ATG-TAA-AAT-CTT-GTG-
TGT-G 
Exon 7, 2. Runde 
A20E7.1R CAA-AAT-CCG-TTG-TGC-TGC-ACA-TTC-AG Exon 7, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E7.2exR CAG-TTC-TGC-CTG-ACT-GCC-TAC-ATG Exon 7, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E7.2F CTC-TCG-GGG-AGA-AGC-CTA-TGA-GC Exon 7, 2. Runde 
A20E7.2intR GAA-CAA-AAC-CCC-TTC-TGG-ACA-GCA-G Exon 7, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E8exR ATG-AGG-AGA-CAG-AAC-CTG-GCA-GAG Exon 8, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E8F ACT-GTC-AGC-ATC-TCT-GTA-TCG-GTG Exon 8, 2. Runde 
A20E8intR TGT-CAC-TGT-CGG-TAG-AAA-ACG-CTC Exon 8, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
A20E9exF GTA-GAC-TCC-ACA-CTC-TCC-AAT-GAG Exon 9, 1. Runde, Sequenzierung 
A20E9intF GTG-CTC-TCC-CTA-AGA-AAT-GTG-AGC Exon 9, 2. Runde 
A20E9R GGG-TTA-CCA-AAC-CTG-AGC-ATC-GTG-C Exon 9, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
 
2.1.4.3 NFKBIA 
Für die Mutationsanalyse der Exons 3-6 von NFKBIA wurde eine seminested PCR mit 10 ng 
WGA-Produkten, wie in (Jungnickel et al., 2000) beschrieben, durchgeführt. Die PCRs 
wurden in der ersten Runde (35 Zyklen) als Multiplex-PCR durchgeführt, bevor in der 
zweiten Runde (40 Zyklen) die Exons einzeln durch eine seminested PCR amplifiziert 
wurden. Sowohl in der ersten als auch in der zweiten Runde wurde Expand High Fidelity™, 
DNA polymerase mix (Roche Diagnostics) und 1 M Betain eingesetzt. Auch für Exon 1 und 2 
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wurde eine Zweirunden seminested PCR unter gleichen Bedingungen durchgeführt, 
allerdings wurde in der ersten Runde der PCR rTtH DNA-Polymerase mit entsprechendem 
PCR-Puffer (Applied Biosystems, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) und in der 
zweiten Runde Taq DNA-Polymerase (Fermentas) verwendet. 
 
PCR-Protokoll für die 1. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
5 µl 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
2 µl Primer-Mix 1. Runde (1,25 µM) 
4 µl MgCl2 (25 mM) 
10 µl Betain (5 M) 
22,5 µl H2O oder 33 µl H2O 
+1 µl WGA-DNA 
+0,5 µl DNA-Polymerase (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) oder rTtH 
DNA-Polymerase (Applied Biosystems) 
 
Primer-Mix 1. Runde (Endkonzentration je Primer 1 µM) 
IKB3a, IKB3d, IKB4b, KB4c, IKB5a, IKB5d, IKB6a, IKB6d versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
oder IKB1b, IKB1e, IKB2a, IKB2c versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
 
PCR-Programm für die 1. Runde 
95°C 4 min, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min, 34 Zyklen (95°C 30 s, 63°C 30 s und 
72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C Pause 
 
PCR-Protokoll für die 2. Runde 
PCR-Ansatz (30 µl) 
3 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
3 µl 10x PCR-Puffer mit KCl (Fermentas) 
3 µl forward Primer (2,5 µM) 
3 µl reverse Primer (2,5 µM) 
2 µl MgCl2 (25 mM) 
6 µl Betain (5 M) 
7,7 µl H2O 
+2 µl template (PCR-Produkt 1. Runde) 
+0,3 µl DNA-Polymerase (Taq DNA-Polymerase, Fermentas)  
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PCR-Programm für die 2. Runde 
90°C Pause, 95°C 3 min, 40 Zyklen (95°C 30 s, 63°C 30 s und 72°C 60 s), 72°C 5 min, 15°C 
Pause 
 
Tabelle 4: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von NFKBIA 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
IKB1b TGG-TCT-GAC-TGG-CTT-GGA-AAT-TC Exon 1, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
IKB1e AGC-GTT-CGG-GGC-GGT-GCA-GGA-G Exon 1, 1. Runde 
IKB1h CAG-CGC-CCC-AGC-GAG-GAA-GCA-G  Exon 1, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB2a CGA-AGT-CCC-CGG-TTG-CAT-AAG-G Exon 2, 1. Runde 
IKB2c GGA-TCT-GGG-GTG-ACT-CTG-CTA-C Exon 2, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
IKB2b2 GCC-TGC-CAG-GAA-CAC-TCA-GCT-C Exon 2, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB3a CCT-GTC-TAG-GAG-GAG-CAG-CAC Exon 3, 1. Runde 
IKB3b AAC-CAG-GAG-ACA-CGG-GTT-GAG-G Exon 3, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB3d TAG-GAG-TTT-AAG-CTC-TTG-CCT-GGA Exon 3, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
IKB4b AAA-GAA-TAG-GTG-AAA-GGA-GTG-AGG Exon 4, 1. Runde 
IKB4b2 GAG-GGT-TGA-AAC-AGG-TGG-TTA-T Exon 4, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB4c ATA-AGC-ACG-AGG-AGC-CTG-ACT-CA Exon 4, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
IKB5a AGC-AGA-AAT-TCC-AAA-TGC-AGC-CAT Exon 5, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
IKB5c GGA-GGG-TGA-AGG-GAA-TGG-CAC Exon 5, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB5d GGA-GCA-GCT-CTA-GGG-GCC-TG Exon 5, 1. Runde 
IKB6a GAG-TTA-TTT-CCA-GTA-GTG-GCC-TC Exon 6, 1. Runde 
IKB6b CCC-ATC-CCG-GTA-GCT-TGG-CAG Exon 6, 2. Runde, Sequenzierung 
IKB6d GGG-GTC-AGT-CAC-TCG-AAG-CAC Exon 6, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
 
2.1.4.4 SOCS1 
Hundert ng WGA-Produkt wurde als template für die Amplifizierung des kodierenden 
Bereiches von SOCS1 verwendet. Die PCR wurde mit rTtH DNA-Polymerase (Applied 
Biosystems) unter folgenden PCR-Bedingungen durchgeführt: 95°C Pause, 95°C 3,5 min, 
40 Zyklen (95°C 30 s, 60°C 30 s und 68°C 180 s), 72°C 15 min, 15°C Pause. Die DNA der 
Zweizellproben wurde für eine Zweirunden seminested PCR verwendet. Dabei dienten 2 µl 
PCR-Produkt der ersten Runde als template für die zweite Runde. In der ersten Runde 
wurde Taq DNA-Polymerase (Fermentas) und in der zweiten Runde rTtH DNA-Polymerase 
(Applied Biosystems) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen waren mit Ausnahme der 
Elongationstemperatur für beide PCR-Runden identisch: 95°C Pause, 95°C 3,5 min, 
40 Zyklen (95°C 45 s, 60°C 45 s und 72°C (68°C 2. Runde) 120 s), 72°C 15 min, 15°C 
Pause.  
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Tabelle 5: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von SOCS1 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
SOCS-1F ACT-TGG-TGC-TCC-GTG-CTC-GC Exon 1, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
SOCs-1Ra ACC-AGG-GGG-ACC-CAG-AGG-GA Exon 1, 1. Runde 
SOCS-1Rb CAC-AGC-AGA-AAA-ATA-AAG-CCA-GAG Exon 1, 2. Runde, Sequenzierung 
 
2.1.4.5 NOTCH1 
Für die Analyse von Teilen der häufig mutierten Bereiche (Exons 26-34) in NOTCH1 (Kridel 
et al., 2012), wurde 50 ng WGA-Produkt des cHL und MCL für eine Einrunden-PCR 
verwendet. Die PCR-Bedingungen und Primer wurden aus (Stanelle et al., 2010), 
übernommen. Aufgrund von Unstimmigkeiten in den Ergebnissen für Exon 28 wurde 
zusätzlich eine Zweirunden-PCR (35 und 40 Zyklen) mit 10- und 50-Zellproben für dieses 
Exon durchgeführt. Es wurde in beiden Runden Expand High Fidelity™, DNA polymerase 
mix (Roche Diagnostics) bei identischen PCR-Bedingungen eingesetzt. 
 
PCR-Protokoll 
PCR-Ansatz (50 µl) 
5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
5 µl 10x PCR-Puffer ohne MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics) 
1 µl forward Primer (10 µM) 
1 µl reverse Primer (10 µM) 
4 µl MgCl2 (25 mM) 
22,7/18,7 µl oder 2,7 µl H2O 
10 µl Betain 5 (M) 
+1/5 µl template (PCR-Produkt 1. Runde /WGA Probe) oder 21 µl Zellen und Proteinase K in 
PCR-Puffer 
+0,3 µl DNA-Polymerase (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics)  
 
PCR-Programm  
90°C Pause, 95°C 4 min, 40 Zyklen (95°C 30 s, 61/63°C 30 s und 72°C 90 s), 72°C 5 min, 
15°C Pause 
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Tabelle 6: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von NOTCH1 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
exon26-fwd CTG-AGG-GAG-GAC-CTG-AAC-TT Exon 26, 1. Runde, Sequenzierung 
exon26-rev GGG-AGA-GTA-CTG-CTT-GCC-AT Exon 26, 1.Runde, Sequenzierung 
exon28-fwd TGG-AGG-AGA-GTG-GGT-GAG-GA Exon 28, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
exon28-rev AGA-AGT-GAG-GCT-GAG-CGA-GC Exon 28, 1. + 2. Runde, Sequenzierung 
exon34.1-fwd GCT-GCT-TCC-TCT-GGT-GAT-G Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
exon34.1-rev GAG-GTG-GGC-CAG-TCT-CAA-AG Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
exon34.2-fwd ATG-GCT-ACC-TGT-CAG-ACG-TG Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
exon34.2-rev GCT-TTG-CTG-CTG-CTG-GAT-GT Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
exon34.3-fwd GTC-CCA-GAT-GAT-GAG-CTA-CC Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
exon34.3-rev ATC-CAC-AGA-GCG-CAC-ACA-GA Exon 34, 1. Runde, Sequenzierung 
 
2.1.5 Mutationsanalyse von CD58 von mikrodissektierten HRS-Zellen 
und cHL-Zelllinien 
Für die Mutationsanalyse von CD58 wurden HRS-Zellen primärer cHL-Fälle verwendet. Die 
HRS-Zellen wurden mittels Laser-Mikrodissektion als Ein- und Zweizellproben isoliert oder 
als Gruppe von 200 Zellen für die Durchführung einer WGA verwendet. 
Es wurde eine seminested PCR über zwei Runden mit 10 ng WGA-Produkt von 10 primären 
cHL Fällen durchgeführt. In der ersten Runde wurden alle kodierenden Exons (1-6) 
zusammen als Multiplex-PCR mit 35 Zyklen amplifiziert. In einer zweiten Runde wurde eine 
seminested PCR mit 40 Zyklen durchgeführt, bei der die einzelnen Exons amplifiziert 
wurden. Expand High Fidelity™, DNA polymerase mix (Roche Diagnostics) wurde in der 
ersten Runde und Taq DNA-Polymerase (Fermentas) in der zweiten PCR Runde eingesetzt. 
Die PCR-Bedingungen waren identisch für die 1. und 2. Runde, siehe Abschnitt 
PCR-Protokoll und Programm. Um die Ergebnisse der PCRs, die mit WGA-Proben 
durchgeführt wurden, zu bestätigen, wurden zusätzlich Ein- oder Zweizellproben von 7 der 
10 primären HL-Fälle analysiert. Die HRS-Zellen wurden mit 1 µl Proteinase K (18 mg/ml 
PCR grade, Roche Diagnostics) versetzt und bei 55°C für 3 Stunden verdaut. Durch eine 
8-minütige Inkubation bei 95°C wurde das Enzym inaktiviert und die Proben wurden als 
template für eine Zweirunden seminested PCR, verwendet. Die PCR-Bedingungen waren mit 
Ausnahme von Exon 1 identisch zu denen, wie sie schon für die WGA-Proben beschrieben 
wurden. Exon 1 wurde in beiden Runden separat amplifiziert mit einer Annealing-Temperatur 
von 63°C. Für die Mutationsanalyse der cHL-Zelllinien wurde eine seminested PCR über 
zwei Runden mit 5 ng DNA in der ersten Runde durchgeführt. Die PCR-Bedingungen waren 
dieselben wie für die Analyse der mikrodissektierten Ein- und Zweizellproben.  
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Als Positivkontrolle wurden CD19+ B-Zellen, als Keimbahnkontrolle gepickte 
Nicht-Tumorzellen und als Negativkontrolle Wasserkontrollen mitgeführt. Die anschließenden 
PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen, aus dem Gel aufgereinigt und direkt 
von beiden Seiten sequenziert (siehe Abschnitt 2.1.7, 0 und 2.1.9). 
 
PCR-Protokoll für die 1. und 2. Runde 
PCR-Ansatz (50 µl) 
5 µl dNTPs (2 mM je dNTP) 
5 µl 10x PCR-Puffer mit MgCl2 (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics, 1. Runde) oder  
5 µl 10x PCR-Puffer mit KCl (Fermentas, 2. Runde) 
5 µl 1. Runden Primer-Mix (1 µM) oder 2. Runde forward Primer (2,5 µM) und 2,5 µl 2. 
Runden reverse Primer (2,5 µM) 
3 µl MgCl2 (25 mM) 
+21 µl Zellen und Proteinase K in 1x PCR-Puffer oder 1 µl PCR-Produkt der 1. Runde + 
22 µl H2O 
+0,5 µl DNA-Polymerase (Expand High Fidelity™, Roche Diagnostics, 1. Runde) oder 0,3 µl 
Taq DNA-Polymerase (Fermentas, 2. Runde) 
 
Primer-Mix 1. Runde (Endkonzentration je Primer 1 µM) 
CD58ex1f +r1, CD58ex2f +r1, CD58ex3f +r1, CD58ex4f +r1, CD58ex5f +r1, CD58ex6f +r1, 
versetzt mit 10 mM Tris-Puffer 
 
PCR-Programm für die 1. und 2. Runde 
85°C Pause, 95°C 3 min, 35/45 Zyklen (95°C 50 s, 61/63°C 30 s und 72°C 60 s), 72°C 
5 min, 15°C Pause; In der ersten Runde wurde zu Beginn satt der 95° 3 min, ein hotstart 
(95°C 5 min, 68°C Pause, 72°C 60 s) durchgeführt. 
 
Tabelle 7: Sequenzen der verwendeten Primer für die Mutationsanalyse von CD58 
 
Name des 
Primers 
Sequenz (5’>3’) Verwendung 
CD58ex1f GGA-ATG-GCG-GCG-GAA-TGA-CG  Exon 1, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex1r1 ACG-GCT-GAG-TTG-TTC-CCG-GCC  Exon 1, 1. Runde,  
CD58ex1r2 CTG-ATC-GGC-AAC-CGC-CTC-GAG  Exon 1, 2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex2f CCC-AGC-CCA-GCC-CGT-ACT-ACC Exon 2, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex2r1 GGT-TAG-ATT-CTC-TCC-TCA-CCC-AGA-GG Exon 2, 1. Runde,  
CD58ex2r2 AAA-AGG-AGA-AAA-CCC-TGA-CAA-CAG-G  Exon 2, 2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex3f TTG-CGA-GCT-CTT-CAT-AAA-TTT-GCA-GAT   Exon 3, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex3r1 CAA-AAT-TGT-GAA-CCT-TGT-GTT-AGT-CAC-C Exon 3, 1. Runde,  
CD58ex3r2 CAC-ATC-TGT-GGT-CTG-AAA-GCC-TCC Exon 3, 2. Runde, Sequenzierung 
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CD58ex4f GTA-AAT-AAG-CAA-ACC-GCA-AGG-TGG-A Exon 4, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex4r1 GTA-AAG-CTC-TCT-GTG-GCC-TAA-GGA-TTC Exon 4, 1. Runde,  
CD58ex4r2 CAT-GCT-CAG-CAG-TCC-CAC-ACA-CG Exon 4, 2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex5f TCT-GGC-TTA-GTT-TTC-CAT-ATT-TAG-GCC Exon 5, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex5r1 GTC-TCT-AAG-CAA-GGG-GTA-TGA-TAC-TCC-T Exon 5, 1. Runde,  
CD58ex5r2 ACG-ATA-TGC-AGA-GAG-TGG-CTA-GTG-CAG Exon 5, 2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex6f TCC-CTC-CAT-CCC-TGC-TCC-CTA-GC Exon 6, 1.+2. Runde, Sequenzierung 
CD58ex6r1 CTT-TTC-TCC-CTC-ACT-CCA-TGA-ATG-AC Exon 6, 1. Runde,  
CD58ex6r2 TCC-CCT-AAA-GCA-AGG-GAG-AAA-GAG-TAT-AG Exon 6, 2. Runde, Sequenzierung 
 
2.1.6 Quantitative real-time PCR  
Die Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) ist eine Vervielfältigungsmethode für 
Nukleinsäuren, die auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR beruht. Über 
Fluoreszenzfarbstoffe kann die Zunahme von PCR-Produkten in Echtzeit verfolgt werden 
und die Quantifizierung der gewonnenen DNA wird ermöglicht. So lassen sich Aussagen 
über die relativen RNA-Expressionslevel eines spezifischen Gens in einer Probe treffen. Die 
real-time PCR wurde mit Hilfe von kommerziell erhältlichen genspezifischen 
TaqMan®-Sonden und dem ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied 
Biosystems) durchgeführt. Hierfür wurde der TaqMan® Universal PCR Master Mix, No 
AmpErase UNG (Applied Biosystems) und bereits validierte TaqMan®-Sonden für MYC 
(Hs00153408_m1), PRDM1 (Hs00153357_m1), BACH2 (Hs00222364_m1), FOXP1 
(Hs00908900_m1), CCL22 (Hs01574247_m1) und EBI2 (Hs00270639_s1), welche mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein (FAM) markiert waren, nach Herstellerangaben 
verwendet. Die Ansätze hatten ein Gesamtvolumen von 10 µl und enthielten 1 µl cDNA von 
500 Zellen pro Probe. In den Analysen wurden alle Proben dreifach angesetzt und 
zusätzliche Wasserkontrollen mitgeführt. Insgesamt wurden CD30+ B-Zellen von sechs 
Tonsillen untersucht. Das verwendete Standardprogramm zur Messung lautet 10 min 95°C, 
45 Zyklen (15 s 95°C und 60 s 60°C). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der erhaltenen Cycle 
threshold (Ct, Schwellenwert-Zyklus)-Werte und der SDS 2.2 v6.1 Software (Applied 
Biosystems). Der Ct-Wert beschreibt den Zyklus der PCR an dem die Fluoreszenz einen 
bestimmten Schwellenwert überschreitet. Dies lässt dann einen Rückschluss auf die 
entsprechende DNA-Menge zu. Zur Ermittlung von Signifikanzen der Genexpression 
zwischen zwei B-Zellpopulationen wurde der ungepaarte zweiseitige T-Test verwendet. 
2.1.7 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA 
Die analytische und präparative Auftrennung von DNA erfolgt mittels 
Agarose-Gelelektrophorese. Je nach Größe der DNA-Fragmente werden 
Agarosekonzentrationen von 0,8-2% verwendet, die sich in ihrer Porengröße unterscheiden. 
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Die negativ-geladenen DNA-Moleküle wandern hierbei im elektrischen Feld zur positiv 
geladenen Anode. Die Trennung im Agarosegel erfolgt nach Größe, dabei wandern größere 
Moleküle langsamer durch die Gelmatrix als kleinere Moleküle. Mit Hilfe von 
Längenstandards kann die Größe der Moleküle bestimmt werden und die Menge an DNA 
abgeschätzt werden. Die DNA-Moleküle werden im Gel durch Interkalation von GelRedTM 
(10 µl pro 100 ml Gel, Biotium, Hayward USA) unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Proben 
wurden mit 1x Gelladepuffer (6x orange DNA Loading Dye, Fermentas) vermischt, in die 
Taschen von 2%igen TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Agarosegelen pipettiert und bei einer 
Spannung von 10 V/cm Abstand der Elektroden laufen gelassen. Der mitaufgetragene 
Mengen- oder Größenstandard (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen oder 100-1000 bp 
DNA-Leiter, GeneRuler™ DNA Ladder, Fermentas) ermöglichte die Bestimmung von 
Konzentration und Größe der DNA-Fragmente. 
 
50 x TAE Puffer: 2 M Tris-Acetat 
 50 mM EDTA, pH 8,0 
 Auf 1 L mit ddH2O auffüllen 
 
2.1.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen 
Die entstandenen DNA-Fragmente wurden mit dem InnuPREP DoublePure Kit (Analytik 
Jena, Jena, Deutschland) oder mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen) nach 
Herstellerangaben aus Agarosegelen aufgereinigt. 
2.1.9 Sequenzreaktion und Auswertung 
Die PCR-Produkte wurden nach einem modifizierten Protokoll der Sequenzierungsmethode 
nach Sanger (Sanger et al., 1977) mit dem Big Dye Desoxy Terminator Ready Reaction 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) sequenziert. Jeder Reaktionsansatz enthielt die 
entsprechende Menge an DNA, 1 µl Big-Dye-Lösung, 3,75 µl 5x Sequencing Puffer und 
0,75 µl des entsprechenden Primer. Das Volumen wurde auf 20 µl mit H2O aufgefüllt und die 
Sequenzreaktion gestartet (95°C 5 min, 24 Zyklen (95°C 15 s, 50°C 10 s und 60°C 4 s), 
15°C Pause).  
Es folgte eine Ethanol-Fällung, bei der der 20 μl Sequenzieransatz mit 40 μl Wasser, 150 μl 
Ethanol (100%) und 6 μl 3 M Natriumacetat/Dextranblau versetzt wurde. Der Ansatz wurde 
gemischt und 30 min bei RT und 15000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen, das leicht blaue Pellet mit 200 µl Ethanol (70%) gewaschen (10 min bei 
15000 x g zentrifugieren) und an der Luft getrocknet. Die Proben wurden bis zur Messung 
bei ca. 4°C gelagert. Die DNA-Fragmente wurden auf dem ABI-3130-Sequenzierautomaten 
(Applied Biosystems) analysiert. Die erhaltenen Sequenz-Elektropherogramme wurden im 
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Anschluss mit dem Programm Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd, Australien) begutachtet 
und je nach Fragestellung mit Hilfe des DNASIS-Programm (Pharmacia, Schweden), der 
Sequenzanalyse-Software SeqScape (Applied Biosystems) oder der IMGT/V-Quest 
Datenbank (http://www.imgt.org/IMGT_vquest/vquest?livret=0&Option=humanIg) untersucht 
und ausgewertet. 
2.1.10 Produktion von überhängenden Adenin-Enden 
PCR-Produkte wurden wie folgt für die Ligation mit einem Adenin-Überhang versehen: 
 
X DNA (ng) 
2 µl 10x Fermentas-Puffer 
1,2 µl 25 mM MgCl2 (Fermentas) 
2µl dATPs (10 mM) 
0,3 µl Taq DNA-Polymerase (Fermentas) 
add 20µl H2O 
 
Der 20 µl Ansatz wurde für 20 min bei 72 °C inkubiert. Bevor das modifizierte PCR-Produkt 
für die Ligation weiterverwendet wurde, wurde eine Extraktion nach dem Prinzip der 
Ethanol-Fällung (siehe 2.1.9) durchgeführt. 
2.1.11 Ligation von DNA zur Klonierung  
Die Klonierung wurde mit dem pGEM-T Easy Vektorsystem (Promega, Mannheim) 
durchgeführt. Der pGEM-T Easy Vektor ist ein geöffnetes Plasmid mit 3´überhängenden 
Thymidin-Enden, die als „Sticky end“ wirken und eine Restriktion des Plasmids und der 
einzufügenden DNA erübrigt. PCR-Produkte mit überhängenden Adenin-Enden, können 
direkt in diesen Vektor ligiert werden. PCR-Produkte denen überhängende Adenin-Enden 
fehlen, müssen diese zuvor angefügt werden (siehe 2.1.10). Für die Ligation wurden 
0,5 - 2,5 μl PCR-Produkt mit 1 μl pGEM-T Easy Plasmidvektor, 1 μl T4 DNA-Ligase (3 U/µl) 
und 5 μl Ligationspuffer gemischt. Das Mengenverhältnis von Vektor und PCR-Produkt 
wurde mit folgender Gleichung berechnet: 
 
Vektor (ng) × Länge PCR-Produkt (kb)
Länge Vektor (kb)
× Molares Verhältnis PCR-Produkt : Vektor = PCR-Produkt (ng) 
 
Anschließend wurde mit bi-destilliertem H2O auf ein Volumen von 10 μl aufgefüllt und die 
Ansätze über Nacht bei 4°C inkubiert.  
2.1.12 Hitzeschock-Transformation 
Unter Transformation versteht man das Einbringen exogener DNA in Bakterienzellen. Die 
chemisch kompetenten Bakterien (XL1-Blue® competent E. coli cells, Agilent, Wallbronn) 
wurden zunächst auf Eis für 10 Min aufgetaut und anschließend mit β-Mercaptoethanol für 
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10 min inkubiert. Ein Aliquot von 20 µl kompetenter Zellen zusammen mit 3 µl 
Ligationsansatz wurde zur Aufnahme des Plasmids für 30 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde der Ansatz einem 40-sekündigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, 
erneut 2 min auf Eis inkubiert und dann mit 200 μl SOC-Medium versetzt.  
 
SOC-Medium: 2 %l (w/v) Pepton 
 0,5% (w/v) Hefeextrakt) 
 10 mM NaCl 
 2,5 mM KCl 
 10 mM MgCl2 
 10 mM MgSO4 
 20 mM Glukose 
 
Die Bakterienkulturen wurden für 50 min bei 37°C geschüttelt (225 rpm) und anschließend 
auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten ausgespatelt und über Nacht bei 37°C wachsen 
gelassen. Die Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten wurden zuvor mit 100 μl Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG, 100 mM, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 50 μl Isopropyl-β-
D-thiogalactopyranosid (X-Gal, 50 mg/ml, Roth) vorbehandelt. Die anschließende Selektion 
von positiven Klonen erfolgt durch das sogenannte „Blau-Weiß-Screening“. Dabei enthält der 
Vektor an der Klonierungsstelle das lacZ-Gen, das für eine β-Galactosidase kodiert, die 
X-Gal spalten kann. X-Gal wird mit Hilfe von Sauerstoff in einen blauen Farbstoff 
umgewandelt werden, der die Kolonien blau erscheinen lässt. Dies ist jedoch nur der Fall bei 
Bakterien denen das einzufügende PCR-Produkt im Vektor fehlt. Hat das Plasmid ein 
PCR-Produkt aufgenommen, kann keine funktionierende β-Galactosidase exprimiert werden, 
dadurch X-Gal nicht gespalten und die Kolonien bleiben weiß. Das IPTG ist dabei notwendig 
um den lac-Promotor zu stimulieren. 
2.1.13 Plasmidaufreinigung 
Transformierte Klone wurden einzeln von den LB-Agar-Platten gepickt und in je 3 ml 
Ampicillin-haltigem LB-Medium im Schüttler bei 37 °C und 225 rpm über Nacht inkubiert. Die 
Plasmide wurden mit Puffern des NucleoBond® PC 500 Kit (Macherey-Nagel, Düren, 
Deutschland) nach folgendem Protokoll isoliert: Je 2 ml der Bakterienkulturen wurden 
zentrifugiert (1 min, 15000 x g), der Überstand verworfen und die Zellen in 300 μl 
Resuspensionspuffer aufgenommen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 300 µl 
Lysepuffer, der die Zellen durch alkalische Lyse aufschließt. Die Proben wurden vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die zellulären Proteine wurden durch Zugabe von 
300 µl Neutralisationspuffer und 10-minütiger Inkubation auf Eis ausgefällt. Die Proben 
wurden zentrifugiert (15 min, 15000 x g), der Überstand abgenommen, mit 600 µl 
Isopropanol versetzt und 30 min zentrifugiert (15000 x g, 4°C). Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet mit 500 μl 70% Ethanol gewaschen (10 min, 15000 x g, 4°C), 
getrocknet und anschließend in 30 μl H2O aufgenommen. 
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2.2 Proteinarbeitstechniken 
2.2.1 Isolierung humaner B-Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation  
Die Isolierung verschiedener B-Zellpopulationen erfolgte aus Biopsien von 
Routine-Tonsillektomien. Bei den Spendern handelte es sich hauptsächlich um Kinder und 
junge Erwachsene. Die Weitergabe der Gewebeproben wurde durch die lokale 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Duisburg-Essen genehmigt und 
setzte die Aufklärung und Einwilligung der Patienten oder ihrer Erziehungsberechtigten 
voraus. 
Zur Gewinnung von mononukleären Zellen wurde tonsilläres Gewebe in kalter Phosphat-
gepufferten Kochsalzlösung (engl. phosphate buffered saline, PBS, GIBCO®, Life 
Technologies) mit 0,5% Rinder-Serum-Albumin (BSA, Sigma-Aldrich) mit einem Skalpell 
zerkleinert. Gewebereste wurden durch wiederholtes Filtern mit engmaschigen Sieben 
entfernt und die Zellsuspension durch ein 100 µm Sieb gepresst. Nach einem Waschschritt 
mit 30-40 ml PBS/BSA 0,5 % wurde eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. 
Dazu wurden 15 ml Lymphocyte Separation Medium (Pan-Biotech, Aidenbach, Deutschland 
oder PAA, Pasching, Österreich) vorsichtig mit 35 ml der tonsillären Zellsuspension 
überschichtet und 35 min bei 400 x g ohne Bremse zentrifugiert. Die gewonnenen 
mononukleären Zellen wurden 1:2 mit PBS/BSA 0,5% aufgefüllt, gesiebt (50 µm Sieb) und 
gewaschen (5 min bei 400 x g zentrifugiert). Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet 
in 1 ml PBS/BSA 0,5% resuspendiert und für die magnetisch aktivierte Zellsortierung (engl. 
magnetic activated cell sorting, MACS) weiterverwendet. 
2.2.2 Anreicherung von humanen CD30+ B-Zellen mittels MACS 
Zur Gewinnung von CD30+ B-Zellen wurde zunächst eine Depletion von CD3+ T-Zellen mit 
Hilfe eines CD3-MACS durchgeführt. Dazu wurden die MACS-LD Säulen (Miltenyi Biotech) 
und CD3-MicroBeads verwendet. Pro MACS-LD Säule wurden maximal 2x108 Zellen mit 
100-200 µl CD3-MicroBeads in einem Puffervolumen von 500-1000 µl für 20 min auf Eis 
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 10-fachem Volumen PBS/BSA 0,5%. Die mit den 
MicroBeads markierten Zellen wurden nach Protokoll des Herstellers auf die MACS-LD 
Säulen gegeben. Die CD3+ Zellen wurden an die Säule gebunden und der Durchlauf, der 
hauptsächlich aus B-Zellen bestand, aufgefangen. Da die CD30+ B-Zellen auch im Durchlauf 
immer noch eine sehr kleine Population darstellt, wurden diese Zellen anschließend durch 
einen CD30-MACS angereichert. Dafür wurden pro MACS-LS Säule maximal 2x108 Zellen 
mit 100-200 µl CD30-MicroBeads in einem Puffervolumen von 500-1000 µl für 20 min auf Eis 
inkubiert. Es erfolgte ein Waschschritt mit 10-fachem Volumen PBS/BSA 0,5% und die 
markierten Zellen wurden nach Protokoll des Herstellers auf die MACS-LS Säulen gegeben. 
Die CD30+ B-Zellen wurden zunächst an die Säule gebunden und im Anschluss eluiert. Das 
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Eluat und der Durchfluss mit den übrigen B-Zellen wurden gesammelt und bis zur 
Antikörperfärbung auf Eis gestellt.  
Vor und nach jedem MACS wurde von einem kleinen Aliquot die Zellzahl der Suspensionen 
bestimmt (siehe 2.4.3) und die Reinheit bzw. der Erfolg der CD3-Depletion, sowie der 
CD30-Anreicherung bestimmt. Hierzu wurde eine Zweifach-Fluoreszenzfärbung mit ungefähr 
0,5-1x105 Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden in einem Reaktionsvolumen von 100 µl mit 
dem anti-CD3-PE- und anti-CD20-FITC-Antikörpern für 15 min auf Eis gefärbt. Nachdem die 
Zellen mit 2 ml PBS/BSA 0,5% gewaschen wurden (5 min bei 400 x g zentrifugiert), wurden 
sie mit einem Fluoreszenz-aktivierten Zellanalysegerät (FACS)-Canto (Becton Dickinson, 
Heidelberg, Germany), analysiert. 
 
Tabelle 8: Verwendete Antikörper und MicroBeads 
 
Spezifität der  
Antikörper/Beads 
Klon Spezies Isotyp Konjugat Verdünnung Hersteller 
anti-CD3  unbekannt Maus IgG2a Beads 1:3 - 1:6 Miltenyi Biotech 
anti-CD30  Ki-2 Maus IgG1 Beads 1:3 - 1:6 Miltenyi Biotech 
anti-CD3 UCHT1 Maus IgG1κ PE 1:8 BD Biosciences 
anti-CD20 2H7 Maus IgG2b κ FITC 1:7 BD Biosciences 
 
2.2.3 Phänotypische Analyse von CD30+ B-Zellen  
Bei der Durchflusszytometrie können die unterschiedlichen optischen Eigenschaften 
einzelner Zellen mit Hilfe von Laserstrahlen untersucht werden und mittels spezifischer 
Fluoreszenzantikörper bestimmte Zellen bzw. Zellbestandteile markiert und analysiert 
werden. 
Für die phänotypische Analyse wurden die aus den Tonsillen angereicherten CD30+ B-Zellen 
mit anti-CD20-PerCP-Cy5.5-, anti-CD38-APC- und anti-CD-30-PE-Antikörpern gefärbt und in 
CD30+ GC-B-Zellen (CD20++CD30+CD38+), CD30+ Nicht-GC-B-Zellen (CD20+CD30+CD38low) 
und CD30- GC-B-Zellen (CD20++CD30-CD38+) unterteilt. Die phänotypische Analyse erfolgte 
mit einem der folgenden zusätzlichen Antikörper: anti-CD27-FITC-, anti-IgM-FITC-, 
anti-IgG-FITC-, anti-IgA-FITC-, anti-IgE-FITC-, und anti-Maus-IgG1κ-FITC-Antikörper als 
Isotypkontrolle. In weiteren Färbungen wurden Antikörper gegen CD30, CD38, IgM und IgD 
kombiniert. Zusätzlich wurde noch eine CD30-Negativkontrolle, d.h. eine CD20- und CD38-
Färbung ohne CD30-Antikörper mitgeführt. Die Analyse erfolgte an einem BD FACS-Canto 
und wurde mit der zugehörigen Software sowie mit der FlowJo data analysis software 
(FLOWJO, LLC, Ashland, USA) ausgewertet. 
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Tabelle 9: Verwendete Antikörper für die phänotypische Analyse 
 
Spezifität der  
Antikörper 
Klon Spezies Isotyp Konjugat Verdünnung Hersteller 
anti-CD20 2H7 Maus IgG2b κ 
PerCP-
Cy5.5 
1:12 
BD 
Biosciences 
anti-CD20 2H7 Maus IgG2b κ FITC 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-CD38  HIT2 Maus IgG1κ APC 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-CD30 BerH8 Maus IgG1κ PE 1:4 
BD 
Biosciences 
anti-CD27 M-T271 Maus IgG1κ FITC 1:5 
BD 
Biosciences 
anti-IgM G20-127 Maus IgG1κ FITC 1:5 
BD 
Biosciences 
anti-IgD IA6-2 Maus IgG2a κ PE-Cy7 1:8 
BD 
Biosciences 
anti-IgG G18-145 Maus IgG1κ FITC 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-IgA IS11-8E10 Maus IgG1κ FITC 1:7 
Miltenyi 
Biotech 
anti-IgE MB10-5C4 Maus gG1κ FITC  1:10 
Miltenyi 
Biotech 
anti-Maus IgG1κ MOPC-21 Maus IgG1κ FITC 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-MausIgG2a, κ G155-178 Maus IgG2a, κ PE-Cy7 1:8 BD 
Biosciences 
 
2.2.4 Sortierung von CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen für die 
IgV-Genanalyse 
Die aus den Tonsillen angereicherten CD30+ B-Zellen wurden mit anti-CD20-FITC-, 
anti-CD38-APC- und anti-CD-30-PE-Antikörpern nach Herstellerangaben gefärbt, 
gewaschen (5 min bei 400 x g zentrifugiert) und mit einem FACS-Diva Zellsortierer (Becton 
Dickinson) sortiert. Die CD30+ GC-B-Zellen wurden dabei definiert als CD20++CD30+CD38+ 
und die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen als CD20+CD30+CD38low. Die Reinheit der sortierten 
Populationen wurde am FACS-Canto überprüft. 
 
Tabelle 10: Verwendete Antikörper 
 
Spezifität der  
Antikörper 
Klon Spezies Isotyp Konjugat Verdünnung Hersteller 
anti-CD20 2H7 Maus IgG2b κ FITC 1:4 
BD 
Biosciences 
anti-CD38  HIT2 Maus IgG1κ APC 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-CD30 Ki-2 Maus IgG1κ PE 1:4 
Miltenyi 
Biotech 
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2.2.5 Sortierung verschiedener B-Zellpopulationen für qRT-PCR und 
Western Blot 
Für die spätere qRT-PCR wurden die aus den Tonsillen angereicherten CD30+ B-Zellen mit 
anti-CD20-PerCP-Cy5.5-, anti-CD38-PE- und anti-CD30-APC-Antikörper nach 
Herstellerangaben gefärbt, gewaschen (5 min bei 400 x g zentrifugiert) und mit einem 
FACS-Diva Zellsortierer (Becton Dickinson) sortiert. Die CD30+ GC-B-Zellen wurden dabei 
definiert als CD20++CD30+CD38+ und die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen als 
CD20+CD30+CD38low. Die im Durchlauf gesammelten CD30- B-Zellen wurden mit anti-CD20-
PerCP-Cy5.5-, anti-CD38-PE-, anti-CD-30-APC- und anti-CD27-FITC-Antikörper angefärbt 
und im Anschluss gewaschen und sortiert. Es wurden Aliquots von CD30- Gedächtnis-B-
Zellen (CD20+CD38-CD27+CD30-), CD30- GC-B-Zellen (CD20++CD38+CD27+CD30-) sowie 
Plasmazellen (CD20+CD38+CD27+CD30-) sortiert und ihre Reinheit überprüft. Für den 
Western Blot wurde bei der Sortierung nicht zwischen CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen unterschieden, sondern beide Populationen zusammen sortiert (CD30+CD20+). Des 
Weiteren wurden CD30- Gedächtnis-B-Zellen (CD20+CD38-CD27+CD30-) und CD30- GC-B-
Zellen (CD20+CD38+CD27+CD30-) sortiert. Die Sortierung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. 
Marc Weniger aus unserem Labor.  
 
Tabelle 11: Verwendete Antikörper 
 
Spezifität der  
Antikörper 
Klon Spezies Isotyp Konjugat Verdünnung Hersteller 
anti-CD20 2H7 Maus IgG2b κ 
PerCP-
Cy5.5 
1:12 
BD 
Biosciences 
anti-CD38  HIT2 Maus IgG1κ PE 1:7 
BD 
Biosciences 
anti-CD30 BerH8 Maus IgG1κ APC 1:5 
BD 
Biosciences 
anti-CD27 M-T271 Maus IgG1κ FITC 1:5 
BD 
Biosciences 
 
2.2.6 Western Blot 
Mit dem Western Blot ist es möglich spezifische Proteine mit Hilfe eines Antikörpers 
nachzuweisen. Dazu wurden Proteine aus sortierten Zellen zunächst isoliert und in einem 
Polyacrylamidgel der Größe und Ladung nach aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine 
wurden auf eine Nitrocellulosemembran übertragen und die zu untersuchenden Proteine mit 
spezifischen Antikörpern markiert und sichtbar gemacht. 
2.2.6.1  Proteinisolierung 
Pellets von ca. 250.000 sortierten Zellen wurden in 20 µl RIPA-Puffer (Santa Cruz 
Biotechnology, Heidelberg) resuspendiert. Der RIPA-Puffer wurde zuvor mit Nonoxinol 40 
(1%, Sigma-Aldrich), einem Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (10x, Roche Diagnostics) und 
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Proteinkinase-Inhibitor-Cocktail (50x, Roche Diagnostics) versetzt, um Proteolyse und 
Dephosphorylierung der Proteine zu verhindern. Das Gemisch wurde für 10 s gevortext dann 
für 10 min auf Eis inkubiert, wieder gevortext und erneut für 10 min auf Eis inkubiert. 
Zelltrümmer wurden im Anschluss für 10 min bei 14000 x g abzentrifugiert. Der proteinhaltige 
Überstand wurde abgenommen und für die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) weiterverwendet. 
2.2.6.2 SDS-PAGE 
Die SDS-Page nach Laemmli ist eine biochemische Methode zum Auftrennen von Proteinen 
in einem Acrylamidgel im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht. Durch Inkubation 
der Proteine mit dem Detergenz SDS und durch starkes Erhitzen werden diese vollständig 
denaturiert und dissoziiert. Zusätzlich fügt die Bindung von SDS den Proteinen eine negative 
Ladung zu, welche proportional zur Größe des Proteins ist. Durch diese wandern die 
Proteine beim Anlegen einer Spannung durch ein Polyacrylamidgel und können so der 
Größe nach aufgetrennt werden. Die SDS-PAGE wurde unter reduzierten Bedingungen im 
diskontinuierlichen System durchgeführt. Die verwendeten Acylamidgele (10% 
Mini-PROTEAN® TGX™ Gel, Bio-Rad Laboratories GmbH, München) hatten eine 
Konzentration von 10%. Vor der Auftrennung wurden die Proben mit 4x Laemmli 
Probenpuffer (Bio-Rad) vermischt und für 5 min bei 90°C denaturiert. Der Probenpuffer 
wurde zuvor mit 10% β-Mercaptoethanol versetzt. Die Proben, sowie ein Proteinmarker 
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, Life Technologies) und ein 
Western Blot-Standard (MagicMark™ XP Western Protein Standard, Invitrogen, Life 
Technologies) wurden in die vorgesehenen Probentaschen des Gels überführt und bei einer 
Spannung von 10 V/cm laufen gelassen bis die Banden von Interesse ausreichend getrennt 
waren. Für die gelelektrophoretische Auftrennung wurde das Mini-PROTEAN® 3 Cell-
System (Bio-Rad) in 1 x SDS-Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS running buffer, pH8,3, Bio-Rad) 
verwendet.  
2.2.6.3 Übertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran  
Nach erfolgreicher Trennung wurden die Proteine auf eine iBlot Transfer Stacks 
Nitrocellulose-Membran (Invitrogen, Life Technologies) nach Herstellerangaben übertragen. 
Der Transfer erfolgte mit dem Programm 0 (1 min bei 20 V, 4 min bei 23 V und 2 min bei 
25 V) des Invitrogen iBlot (Invitrogen, Life Technologies) für 7 min. 
2.2.6.4  Immunologischer Nachweis von Proteinen mit Antikörper 
Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Elektrotransfer für 1 h bei RT in 
0,05% Tris-buffered Saline and Tween-20 -Puffer (TBST-Puffer) versetzt mit 4% Milchpulver 
geblockt um unspezifische Bindungen von Antikörpern zu vermeiden. Die Inkubation mit dem 
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Primärantikörper erfolgte in einer Verdünnung von 1:2500 bis 1:10.000 (siehe Tabelle 12) 
schwenkend über Nacht bei 4°C. Der sekundäre Meerrettich-Peroxidase (engl. Horse radish 
peroxidase, HRP)-gekoppelte Antikörper inkubierte in einer Verdünnung von 1:2500 bis 
1:5000 (siehe Tabelle 12) für 1 h schwenkend bei RT. Beide Antikörper wurden in 4% 
Milchpulver in TBST-Puffer angesetzt. Vor und nach Inkubation des Sekundärantikörpers 
wurde die Membran je dreimal für 5 min schwenkend mit TBST-Puffer gewaschen. Zur 
Detektion mittels HRP wurde die Membran nach dem letzten Waschschritt mit ECL Plus 
Western Blotting Detection System (Amersham, GE Healthcare) nach Herstellerangaben 
versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Das Chemilumineszenz-Signal wurde mit dem LAS-3000 
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm) aufgenommen und digitalisiert. 
 
10x TBS-Puffer (pH 7,6): 200 mM Tris 
 1,35 M NaCl  
 
Tabelle 12: Für den Western Blot verwendete Antikörper 
 
Antikörper (Klon) Spezies Verdünnung Hersteller 
MYC (Y69) Kaninchen 1:1000 Abcam  
p97-( VCP) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 
Technology 
Sekundärantikörper, 
Anti-Kaninchen-HRP-
gekoppelt (9846) 
Esel 1:2500/5000 Jackson Immuno 
Research, 
Laboratories Inc. 
 
2.3 RNA-Techniken 
2.3.1 RNA Isolierung und cDNA-Synthese  
Gesamt-RNA aus durchflusszytometrisch sortierten Zellen wurden mit dem peqGOLD 
MicroSpin Total RNA Kit (Peqlab, Erlangen, Deutschland) nach Herstellerangaben extrahiert. 
Die erhaltene RNA wurde für die cDNA-Synthese weiterverwendet. Die cDNA wird dabei 
mittels des Enzyms Reverse Transkriptase aus RNA synthetisiert. Hierzu wurden Anchored 
Oligo dT Primer (Thermo Scientific, Life Technologies) und das SensiScript Kit (QIAGEN, 
Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. 
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2.4 Zellkultur 
2.4.1 Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Ursprung Literatur 
L-1236 cHL peripheres Blut (Kanzler et al., 1996a) 
KM-H2 cHL Pleural-Erguss (Kamesaki et al., 1986) 
SUP-HD1 cHL Pleural-Erguss (Naumovski et al., 1989) 
U-HO1 cHL Pleural-Erguss (Mader et al., 2007) 
2.4.2 Kultivierung von Zellen 
Die verwendeten Zelllinien wurden vom DSMZ in Braunschweig bezogen und bei 37°C und 
5% CO2-Atmosphäre kultiviert. Als Nährmedium diente RPMI 1640 (GE Healthcare Europe, 
Freiburg) versetzt mit 10% fötalem Kälberserum (GE Healthcare Europe) und 100 U/ml 
Penicillin/Streptomycin (PAN Biotech, Aidenbach). U-HO1 Zellen wurden in 80% IMDM (GE 
Healthcare Europe) und 20% RPMI 1640 Medium, versetzt mit 20% fötalem Kälberserum 
und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, gehalten. Alle 3 bis 4 Tage wurden die Zellen 5 min bei 
150 x g und 4°C zentrifugiert. Ein Teil des Mediums wurde abgenommen und eine 
entsprechende Menge frisches Medium wurde je nach Zelllinie und zu erreichender 
Zelldichte hinzugefügt.  
2.4.3 Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung vitaler und toter Zellen wurden 
Verdünnungen von Zellsuspensionen in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Dafür 
wurden die Zellsuspensionen mit gleichem Volumen einer 0,5%igen Trypanblau-Lösung 
(Invitrogen) gemischt und die Neubauer-Zählkammer befüllt. Trypanblau wird von lebenden 
Zellen nicht aufgenommen und sie erscheinen im mikroskopischen Bild hell, abgestorbene 
Zellen dagegen nehmen den Farbstoff auf und werden dadurch dunkelblau angefärbt. Die 
Neubauerkammer besteht aus vier Großquadraten von denen jedes in 16 Quadrate 
aufgeteilt ist. Es wurden alle vier Großquadrate ausgezählt und der Mittelwert gebildet. 
Dieser Mittelwert wurde dann mit dem Kammerfaktor 104, der sich aus Fläche Großquadrat 
(1,0 mm2), Höhe Großquadrat (0,1 mm) und Volumen Großquadrat (0,1 mm3 = 10-4 ml) 
zusammensetzt, multipliziert. Somit ergibt sich für die Berechnung der Zellzahl folgende 
Formel: Anzahl der Zellen pro Großquadrat x 104 x Verdünnungsfaktor = Zellen/ml. 
2.4.4 Durchflusszytometrische Analyse von cHL-Zelllinien 
Die durchflusszytometrischen Analysen der cHL-Zelllinien wurden an einem BD FACS-Canto 
durchgeführt und mit der FlowJo data analysis software (FLOWJO, LLC) ausgewertet. Dazu 
wurden die Zellsuspensionen zweimal mit 5 ml PBS/ 5% BSA gewaschen, indem sie 5 min 
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bei 200 x g und 4°C zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml 
PBS/5% BSA resuspendiert wurde. Zur Vermeidung von Zellaggregaten wurden die Proben 
auf ein Zellsieb (Maschengröße 45 µm) gegeben und filtriert. Die Zellzahl der Suspensionen 
wurde mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer (siehe 2.4.3) bestimmt und Aliquots von je 
0,5 - 1x106 Zellen zum Färben verwendet. Die Zellaliquots wurden in einem 
Reaktionsvolumenvon 100 µl mit dem anti-CD58-PE Antikörper (Verdünnung 1:7, BD 
Biosciences) und dem FcR Blocking Reagenz (Verdünnung 1:10, Miltenyi Biotec), welches 
unspezifische Bindungen des Antikörpers verhindern soll, gefärbt. Zusätzlich wurden von 
jeder Zelllinie Aliquots mit dem Maus anti-Mensch IgD, Isotyp IgG2aκ-PE-Antikörper 
(Verdünnung 1:7, BD Biosciences) als Isotypkontrolle gefärbt und Zellproben ohne 
anti-CD58-PE Antikörper als Negativkontrolle verwendet. 
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3 Ergebnisse 
Im vorliegenden Ergebnisteil werden zunächst die Mutationsanalysen des CD58-Gens in 
HRS-Zellen und die Suche nach Mutationen verschiedener Gene eines 
Kombinationslymphoms, das aus einem cHL und MCL besteht, beschrieben, bevor 
verschiedene Analysen zur Charakterisierung von CD30+ B-Zellen vorgestellt werden. 
Alle drei Abschnitte dieser Arbeit sind Teilbereiche von größeren Studien, die zusammen mit 
verschiedenen Kooperationspartnern durchgeführt wurden. Zum besseren Verständnis der 
im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurde teilweise auf Vorarbeiten oder 
Ergebnisse der Kooperationspartner zurückgegriffen oder diese mit eigenen Ergebnissen 
kombiniert. Alle übernommen Vorarbeiten und Ergebnisse werden im folgenden Text 
kenntlich gemacht. 
3.1 Suche nach Mutationen im CD58-Gen in HRS-Zellen des cHL 
In einer früheren Studie haben Kollegen in Kiel aus der Arbeitsgruppe von Prof. Reiner 
Siebert (Institut für Humangenetik, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel) mehrere Gene mit 
homozygoten Deletionen in cHL-Zelllinien identifiziert (Giefing et al., 2008). In einer dieser 
cHL-Zelllinien, KM-H2, wurde für das Adhäsionsmolekül CD58 eine Deletion gefunden. 
Darüber hinaus wurde erst kürzlich gezeigt, dass Mutationen in CD58 einen Beitrag zur 
Immunevasion in den Tumorzellen des DLBCL leisten (Challa-Malladi et al., 2011). CD58 
schien somit auch ein interessanter Kandidat für ein Tumorsuppressorgen im cHL zu sein. In 
weiteren Analysen mittels Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. Single Nucleotide 
Polymorphism, SNP)-Chip wurden Deletionen in den beiden cHL-Zelllinien SUP-HD1 und 
U-HO1 im CD58-Gen gefunden. Im Rahmen einer Kooperation validierten und spezifizierten 
die Kieler Kollegen die homozygoten Deletionen der SUP-HD1- und der U-HO1-Zelllinie mit 
einer Multiplex-PCR und untersuchten fünf weitere cHL-Zelllinien bezüglich Mutationen in 
allen sechs kodierenden Exons von CD58. Sie bestätigten die homozygote Deletion von 
Exon 1-3 in den SUP-HD1-Zellen und zusätzlich eine Deletion von Exon 2 und einem großen 
Teil von Intron 2 in den U-HO1-Zellen. Darüber hinaus beschrieben sie für die Zelllinie 
KM-H2 eine homozygote Deletion eines Nukleotids innerhalb der 5`Spleißseite in Intron 3. 
Insgesamt konnten sie für drei von sieben cHL-Zelllinien Mutationen im CD58-Gen zeigen. 
Mittels Reverse Transkriptase (RT)-PCR wurde in Kiel die Expression von CD58-mRNA in 
den sieben cHL-Zelllinien überprüft. Für die Zelllinie SUP-HD1 wurde keine Expression der 
mRNA von CD58 nachgewiesen. Die Zelllinie KM-H2 zeigte einen Verlust der Expression 
von Exon 3 und für die Zelllinie U-HO1 wurde ein Verlust von Exon 2 und 3 gezeigt. Der 
Verlust von Exon 2 und 3 im CD58-Transkript lässt sich wahrscheinlich dadurch erklären, 
dass zusätzlich zu Exon 2 auch ein großer Teil des Intron 2 deletiert wurde. Dies führte 
vermutlich dazu, dass die Spleißstelle von Exon 3 mitbetroffen war und somit Exon 1 an 
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Exon 4 spleißt. Alle anderen cHL-Zelllinien exprimierten Wildtyp CD58-mRNAs. Durch die 
Kombination immunhistochemischer Färbungen von Gewebeschnitten für CD30 mit 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-Sonden für den CD58-Locus, auch 
FICTION-Analyse genannt, war es möglich in drei von 13 cHL-Fällen eine heterozygote 
Deletion in CD58 zu identifizieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die von uns verwendeten cHL-Zelllinien KM-H2, SUP-HD1 
und U-HO1 bezüglich der identifizierten Mutationen mittels PCR untersucht und die 
Proteinexpression von CD58 auf diesen Zelllinien durchflusszytometrisch analysiert. Darüber 
hinaus wurden 10 primäre HL-Fälle auf somatische Mutationen überprüft. Dazu wurden 
PCR- und Sequenzierungsanalysen für die kodierenden Exons von CD58 in 
mikrodissektierten HRS-Zellen durchgeführt. 
3.1.1 Mutationsanalyse von CD58 in HL-Zelllinien 
Unsere Kooperationspartner in Kiel hatten bereits durch SNP-Chip-Analysen, Multiplex-PCR 
und RT-PCR, in drei von sieben cHL-Zelllinien, Deletionen im CD58-Gen identifiziert (Tabelle 
13). Zur Bestätigung dieser Läsionen wurde genomische DNA der cHL-Zelllinien KM-H2, 
SUP-HD1 und U-HO1 isoliert und eine seminested PCR über zwei Runden für alle sechs 
kodierenden Exons durchgeführt. Dazu wurde zunächst ein sensitives 
Zweirunden-PCR-Protokoll etabliert, mit dem es zusätzlich möglich war, in späteren 
Analysen CD58 aus geringen Zellmengen zu amplifizieren. Als Positivkontrollen wurden für 
jedes Exon Reaktionsansätze mit genomischer DNA von CD19+ B-Zellen mitgeführt. 
Zusätzlich dienten zellfreie Reaktionsansätze als Negativkontrollen. Da für die cHL-Zelllinie 
L-1236 bisher keine Mutationen in CD58 nachgewiesen werden konnten, diente diese, 
neben DNA von CD19+ B-Zellen, als Positivkontrolle. Die Ergebnisse der Analysen passten 
sehr gut zu den bereits vorhandenen Ergebnissen der Kieler Kollegen und sind in  
Tabelle 13 zusammengefasst. Für die Zelllinie L-1236 wurden, wie erwartet, alle sechs 
Exons amplifiziert und in der anschließenden Sequenzanalyse wurden keine Mutationen 
entdeckt. Für die Zelllinie SUP-HD1 wurden erfolgreich die Exone 4-6 amplifiziert, jedoch war 
es nicht möglich ein PCR-Produkt für die Exone 1-3 zu erhalten. Dies deckt sich sehr gut mit 
der bereits in Kiel identifizierten Deletion von Exon 1-3 in dieser Zelllinie. Auch für die 
Zelllinie U-HO1 konnte das Ergebnis aus Kiel bestätigt werden, indem kein PCR-Produkt für 
Exon 2 ermittelt werden konnte. Die Sequenzierung der Zelllinie KM-H2 bestätigte die 
homozygote Deletion an Position c.749+1delG der mRNA innerhalb der 5‘ Spleißstelle in 
Intron 3 (NCBI/GenBank Referenzsequenz NM_001779). Ein Elektropherogramm der 
CD58-Sequenz der Zelllinie KM-H2 mit der gefundenen Deletion ist in Abbildung 4 
dargestellt. Diese Deletion führt zu einem aberranten Spleißvorgang der in einem Verlust von 
Exon 3 in der mRNA resultiert.  
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Tabelle 13: Übersicht der Mutationsanalyse von CD58 in cHL-Zelllinien 
 
Zelllinie DNA/mRNA (Kiel) DNA PCR 
L-428 Wildtyp n.a. 
 
HDLM-2 Wildtyp n.a. 
 
L-540 Wildtyp n.a. 
 
L-1236 Wildtyp Wildtyp 
 
SUP-HD1 homozygote Deletion von Exon 1-3  
-> keine Expression 
 
kein PCR-Produkt für Exon 1-3 
U-HO1 homozygote Deletion von Exon 2 und Teile  
von Intron 2 -> Exon 1 spleißt an Exon 4 
 
kein PCR-Produkt für Exon 2 
KM-H2 homozygote Deletion (c.749+1delG)* 
(5‘Spleiß-Mutation in Intron 3)  
-> Verlust der Expression von Exon 3 
5‘ Spleiß-Mutation in Intron 3 
(c.749+1delG) 
*Für die Deletion ist die Position in der DNA-Sequenz (NM_001779) gegeben. 
n.a., nicht analysiert 
 
 
 
Abbildung 4: Deletion im CD58-Gen der cHL-Zelllinie KM-H2 
Dargestellt sind Ausschnitte der Elektropherogramme der CD58-Sequenzen von den cHL-Zelllinien U-HO1 
und KM-H2. Die Sequenz der Zelllinie U-HO1 repräsentiert die Wildtyp-Sequenz und in der Sequenz der 
KM-H2 ist das Guanin am Beginn des Introns 3 deletiert. Die Pfeile markieren die Stelle des deletierten 
Guanins. 
 
3.1.2 Proteinexpression von CD58 in cHL-Zelllinien 
Um zu untersuchen welche Auswirkungen die in den cHL-Zelllinien gefundenen Deletionen 
in CD58 auf die Proteinexpression haben, wurden Oberflächenfärbungen von CD58 
durchgeführt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurden Aliquots der 
verschiedenen Zelllinien mit FcR-Blocking-Reagenz und anti-CD58-Antikörper angefärbt und 
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zusätzlich Proben von jeder Zelllinie mit der entsprechenden Isotypkontrolle gefärbt. Wie 
erwartet zeigte dabei die unmutierte cHL-Zelllinie L-1236 im Histogramm eine starke 
Rechtsverschiebung der gesamten Zellpopulation im Vergleich zur Isotypkontrolle, was eine 
starke Expression von CD58 in dieser Zelllinie bedeutet. Im Gegensatz dazu konnte für die 
Zelllinien SUP-HD1, U-HO1 und KM-H2 keine Oberflächenexpression von CD58 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5).  
 
 
Abbildung 5: Analyse der Proteinexpression von CD58 verschiedener cHL-Zelllinien 
Dargestellt ist die Expression von CD58 auf der Oberfläche der cHL-Zelllinien L-1236, KM-H2, SUP-HD1 
und U-HO1. Die Zelllinien wurden entweder mit einem PE-markiertem anti-CD58-Antikörper oder mit der 
entsprechenden Isotypkontrolle gefärbt und am BD FACS-Canto Durchflusszytometer analysiert. Das 
schattierte Histogramm stellt die Expression der Isotypkontrolle und die schwarze Linie die Expression von 
CD58 dar. 
 
Die mit anti-CD58-Antikörper gefärbten ZelllinienSUP-HD1, U-HO1 und KM-H2 zeigten im 
Histogramm, genauso wie die zugehörigen Isotypkontrollen, keine Verschiebung der 
Zellpopulation nach rechts. Demzufolge führen die verschiedenen Deletionen in allen drei 
Zelllinien zum Verlust der Ausprägung von CD58.  
Zusammengefasst zeigte sich ein rekurrenter Verlust der CD58-Expression in cHL-Zelllinien, 
der sehr gut mit den Resultaten der CD58-Mutationsanalyse und den gefundenen Deletionen 
der Kooperationspartner aus Kiel zusammen passt.  
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3.1.3 Mutationsanalyse von CD58 in primären cHL-Fällen 
Um zu überprüfen, ob Mutationen von CD58 auch in primären cHL-Fällen auftreten, wurde 
der Mutationsstatus von 10 cHL-Fällen durch eine seminested PCR über zwei Runden mit 
mikrodissektierten Zellen bestimmt. Darunter befanden sich fünf Fälle vom Subtyp 
nodulär-sklerosierend und fünf Fälle gemischtzelliges cHL. Die gemischtzelligen cHLs waren 
alle EBV positiv. Für die Analyse wurde zunächst eine PCR mit WGA-Produkt von 200 Zellen 
pro Fall für alle sechs kodierenden Exons des CD58-Gens durchgeführt. Als Positivkontrolle 
wurde für jedes der 6 Exons genomische DNA von CD19+ B-Zellen mitgeführt. Zusätzlich 
dienten zellfreie Reaktionsansätze als Negativkontrolle. Die Kontrollen wurden in beiden 
PCR-Runden mitgeführt. Für die 10 cHL-Fälle konnten alle kodierenden Exons von CD58 
amplifiziert und anschließend sequenziert werden. In zwei Fällen (3 und 6) wurde je ein 
homozygoter Einzel-Nukleotidaustausch im 5‘-untranslatierten Bereich von Exon 1 
nachgewiesen. Ein weiterer Fall (7) zeigte zunächst einen Einzel-Nukleotidaustausch in 
Exon 2, dieser konnte jedoch in einer Wiederholungs-PCR mit einer weiteren WGA-Probe 
nicht bestätigt werden. Acht der 10 untersuchten Fälle zeigten somit eine Wildtyp-Sequenz 
für CD58. Im Anschluss sollten die beiden Mutationen durch die Analyse von Ein- oder 
Zweizellproben der HRS-Zellen bestätigt werden. Zusätzlich sollten 5 weitere der 10 
cHL-Fälle mit Ein- oder Zweizellproben der HRS-Zellen untersucht werden, da nicht 
ausgeschlossen werden konnte, dass durch Verwendung der WGA evtl. Mutationen 
übersehen wurden, z.B. durch nicht Amplifizierung eines mutierten Allels in der WGA. Dazu 
wurde eine seminested PCR über zwei Runden der cHL-Fälle durchgeführt, allerdings ohne 
zuvor eine WGA durchzuführen. Auch hier wurde als Positivkontrolle genomische DNA von 
CD19+ B-Zellen verwendet. Mikrodissektierte Nicht-Tumorzellen dienten als 
Keimbahnkontrolle und zellfreie mit Wasser versetzte Reaktionsansätze als Negativkontrolle. 
Die Kontrollen wurden in beiden PCR-Runden mitgeführt. Von jedem Exon und pro Fall 
wurden 4-7 PCR-Produkte aus unabhängigen Zweizellproben sequenziert und analysiert. 
Eine Ausnahme stellte Exon 6 von Fall 3 dar, von dem nur drei PCR-Produkte sequenziert 
werden konnten und Exon 1 und 6 von Fall 7 von denen auch nur drei PCR-Produkte 
untersucht werden konnten. Für diese Exons war es nicht möglich genügend PCR-Produkte 
zu amplifizieren oder auswertbare Sequenzen zu erstellen. In keinem der untersuchten 
cHL-Fälle konnte eine CD58-Mutation nachgewiesen werden. Auch die beiden 
Einzel-Nukleotidaustausche, die zuvor in den WGA-Proben der Fälle 3 und 6 gefunden 
wurden, konnten nicht bestätigt werden. Dies lässt vermuten, dass es sich dabei um 
Artefakte handelte, die durch die WGA eingefügt wurden. Somit weist, im Gegensatz zu den 
cHL-Zelllinien, keiner der 10 analysierten primären cHL-Fälle, eine Mutation im CD58-Gen 
auf. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse von CD58 in primären HRS-Zellen wurden in 
Tabelle 14 zusammengefasst.  
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Tabelle 14: CD58-Mutationsanalyse von primären cHL-Fällen 
 
cHL-Fall Sub- 
typ 
EBV 
Status 
Mutationen in WGA-Proben
1
 Mutationen in Ein-/ 
Zweizellproben 
1 NS - Keine Keine 
2 MC + Keine Keine 
3 MC + homozygoter Einzel-Nukleotidaustausch (c.-
107C>T), nicht in CDS  
Keine 
4 NS - Keine Keine 
5 NS - Keine Keine 
6 NS - homozygoter Einzel-Nukleotidaustausch (c.-
45G>A), nicht in CDS 
Keine 
7 NS - Keine Keine 
8 MC + Keine n.a.  
9 MC + Keine n.a. 
10 MC + Keine n.a. 
Von den unterschiedlichen cHL-Fällen sind cHL-Subtyp und EBV-Status mitangegeben.  
1
Für die Mutation ist die Position in der DNA-Sequenz (NM_001779) gegeben. 
n.a., nicht analysiert; CDS, kodierender Bereich der DNA Sequenz 
 
3.2 Molekulare Pathogenese eines Kombinationslymphoms 
bestehend aus einem cHL und MCL  
Kombinationslymphome sind sehr seltene Kombinationen aus einem HL und einem NHL 
oder zwei NHLs, die meistens gleichzeitig auftreten. Durch den Nachweis identischer 
IgV-Genumlagerungen in beiden Lymphomen, konnte in mehreren Studien gezeigt werden, 
dass Kombinationslymphome häufig klonal miteinander verwandt sind (Küppers et al., 2014). 
Oftmals waren die IgV-Gene somatisch mutiert und zeigten sowohl gemeinsame als auch 
individuelle Mutationen zwischen den beiden Lymphomarten. Dies lässt vermuten, dass 
beide Lymphome von einer gemeinsamen Vorläuferzelle abstammen, und dass die 
Entwicklung in die verschiedenen Lymphome zum Teil oder ganz im GC stattgefunden hat. 
Kombinationslymphome stellen somit interessante Modelle dar, um durch die Analyse 
transformierender Ereignisse, Einblicke in die Mehrschrittpathogenese der 
Lymphomentstehung zu erhalten und um Ähnlichkeiten und Unterschiede zwischen den 
beteiligten Lymphomarten besser zu verstehen. In Kooperation mit Kollegen aus Italien 
(Institut für Hämatologie, Universität von Perugia) und aus Frankfurt (Institut für Pathologie, 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main), wurde ein Kombinationslymphom, bestehend aus 
einem cHL und MCL, bezüglich seiner Klonalität und auf transformierende Ereignisse hin 
untersucht. Zunächst wurden die Tumorzellen beider Lymphome mittels Mikrodissektion 
isoliert und im Rahmen dieser Arbeit genetisch untersucht. Dazu wurde mittels 
IgV-Gen-PCR, die klonale Verwandtschaft der beiden Lymphome zueinander überprüft 
(siehe 3.2.1), und in verschiedenen Genen, die oft in der Pathogenese vom cHL oder MCL 
eine Rolle spielen, nach Mutationen gesucht (siehe 3.2.2). Parallel dazu führten unsere 
Kooperationspartner in Italien immunhistochemische Analysen zur phänotypischen 
Charakterisierung des Kombinationslymphoms durch. So konnten die HRS-Zellen als große, 
mehrkernige Zellen mit prominentem Zellkern und typischen Immunphänotyp klar von den 
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kleinen MCL-Zellen mit unauffälligem Zellkern und einem MCL-typischen Immunphänotyp 
unterschieden werden. Interessanterweise zeigten die HRS-Zellen auch eine stetige 
Expression der Marker Cyclin D1 und SOX11, die normalerweise typisch sind für die Zellen 
des MCL und in HRS-Zellen seltener ausgeprägt werden (Mozos et al., 2009). Zusätzlich 
waren die meisten HRS-Zellen auch positiv für OCT2, das nur sehr selten von HRS-Zellen 
ausgeprägt wird (Stein et al., 2001). Für einige Gene, die typischerweise Aberrationen der 
chromosomalen Kopienzahl im cHL oder MCL aufweisen, wurden FISH-Analysen 
durchgeführt. Dabei wurden für JAK2, REL, TNFAIP3, CDKN2A-B und ATM keine 
Aberrationen gefunden. Die FISH-Analysen für TP53 zeigten hingegen in 90% der 
MCL-Zellen und 100% der HRS-Zellen eine heterozygote Deletion. Darüber hinaus wurde 
mit Hilfe der FISH-Analyse, die für das MCL charakteristische CCND1/IGH-Translokation 
identifiziert. Interessanterweise wurde diese nicht nur in den MCL-Zellen gefunden, sondern 
auch in den HRS-Zellen des Kombinationslymphoms, was auf eine klonale Verwandtschaft 
beider Lymphome hindeutet. Der genaue Translokationsbruchpunkt wurde anschließend in 
beiden Lymphomen von Markus Schneider aus unserer Arbeitsgruppe mittels 
Langstrecken-Inverse-(LDI)-PCR und PCR mit bruchpunktumfassenden Primern ermittelt. 
Der Bruchpunkt ist 107 kb stromaufwärts von CCND1 auf Chromosom 11 und im 
JH4-Gensegment auf Chromosom 14 lokalisiert.  
3.2.1 IgV-Genanalyse von HRS- und MCL-Zellen des 
Kombinationslymphoms 
Mit Hilfe der Mutationsanalyse von IgV-Genen und dem Vergleich der erhaltenen Sequenzen 
erhält man Informationen über die klonale Verwandtschaft der zu untersuchenden HRS- und 
MCL-Zellen. Die IgV-Genumlagerungen der B-Zellen sind einzigartig und stellen somit einen 
klonalen Marker dar. Zusätzlich lässt sich auf diese Weise der Differenzierungsgrad der zu 
untersuchenden Zellen bestimmen. Während naive B-Zellen unmutierte 
IgV-Genumlagerungen aufweisen, werden GC- und Post-GC-B-Zellen durch mutierte 
IgV-Genumlagerungen charakterisiert. In der Regel kann auch die Teilnahme der Zellen an 
der GC-Reaktion durch die IgV-Genanalyse nachgewiesen werden, denn durch die 
somatische Hypermutation im GC zeigen B-Zell-Klone intraklonale Diversität. Um die klonale 
Verwandtschaft der beiden Lymphome des Kombinationslymphoms zu bestätigen und zur 
Charakterisierung der V-Genumlagerungen wurden mikrodissektierte HRS- und MCL-Zellen 
durch eine seminested IgV-Gen PCR mit familienspezifischen Primern (VHL1-VHL6) auf 
VH-Genumlagerungen hin untersucht. Insgesamt wurde die PCR mit 19 HRS-Zellproben 
(zwei Zellen pro Probe) und mit 7 MCL-Zellproben (10 Zellen pro Probe) durchgeführt. Als 
Positivkontrolle wurden für jede IgV-Genfamilie Ansätze mit sortierten Einzelzellen und/oder 
Ansätze von zehn Zellen, sowie in der zweiten Runde der PCR genomische DNA, mitgeführt. 
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Bei den Kontrollzellen handelte es sich um Zellen von monoklonalen B-Zelllinien, deren 
IgV-Genumlagerungen bekannt waren, und um genomische DNA die aus denselben 
Zelllinien gewonnen wurde, sowie aus CD19+ B-Zellen. Zusätzlich dienten zellfreie 
Reaktionsansätze als Negativkontrolle. Im Falle von negativen Positivkontrollen wurde die 
PCR wiederholt. Nur für fünf der 19 analysierten HRS-Zellproben konnte die folgende 
IgV-Genumlagerung nachgewiesen werden: VH3-66/DH1-26/JH4.  
 
Tabelle 15: IgV-Genanalyse der HRS- und MCL-Zellen 
Die HRS- und MCL-Zellen tragen die identische V-Genumlagerung mit einer Mutationsfrequenz von 2,8%. 
 
Lymphom 
Anzahl der 
positiven 
PCR-Proben 
IgV-Genumlagerung 
Mutations- 
frequenz (%) 
Gemeinsame und 
individuelle IgV-Gen 
Mutationen 
MCL 5
1
 VH3-66/DH1-26/JH4 2,8 
gemeinsame/ evtl. 
eine Individuelle 
 
HL 5
2
 VH3-66/DH1-26/JH4 2,8 gemeinsame 
1
5 von 7 analysierten Zellproben 
2
5 von 19 analysierten Zellproben 
 
Die gleiche IgV-Genumlagerung wurde in fünf MCL-Zellproben detektiert (siehe Abbildung 6 
und Tabelle 15). Eine mögliche Erklärung für die geringe Effizienz der PCR im Fall der 
HRS-Zellen könnte sein, dass Teile des relativ großen Zellkerns während der 
Mikrodissektion abgeschnitten oder durch den Laser zerstört wurden, wodurch Teile des 
Genoms der Zelle fehlten und somit kein template in der PCR zur Verfügung stand. Alle 
erhaltenen Sequenzen waren somatisch mutiert mit einer Mutationsfrequenz von 2,8%, was 
darauf hinweist, dass die analysierten Zellen die GC-Reaktion durchlaufen haben. Die 
somatischen Mutationen waren in allen Sequenzen identisch mit der Ausnahme einer 
Punktmutation in einer der MCL-Sequenzen. Ob es sich dabei um eine reale Mutation oder 
um ein technisches Artefakt handelte, konnte nicht eindeutig geklärt werden (siehe 
Abbildung 6). Die Tatsache, dass von allen analysierten Sequenzen nur eine Sequenz eine 
einzige Mutation trägt, unterstützt eher die Hypothese, dass es sich um ein Artefakt handelt. 
Im Falle von intraklonaler Diversität wären normalerweise mehr individuelle Mutationen zu 
erwarten. Die gemeinsame klonale IgV-Genumlagerung und das Auftreten von somatischen 
Mutationen in beiden Zelltypen, bestätigen ihre klonale Verwandtschaft und zeigen, dass 
sich beide Lymphome aus einer gemeinsamen (Post-)GC-Vorläuferzelle entwickelt haben. 
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Abbildung 6: Nukleotidsequenz der identifizierten VH3-66-Umlagerung der analysierten HRS-und 
MCL-Zellen 
Gezeigt sind die ermittelten Sequenzen, verglichen zur Keimbahnsequenz vom VH3-66- und JH4-Gen. Die 
dargestellten Punkte zeigen die Sequenzhomologien, darüber hinaus ist das Leitpeptid-Intron, sowie die 
CDR1-CDR3 des Gens gekennzeichnet. Abgebildet werden alle gemeinsamen Mutationen, sowie die 
individuelle Mutation in der MCL-Probe 5. HRS1-5 umfassen die 5 analysierten HRS-Zellen und MCL1-5 die 
untersuchten MCL-Zellen. 
 
3.2.2 Suche nach gemeinsamen und separaten Mutationen in den HRS- 
und MCL-Zellen des Kombinationslymphoms 
Um die Pathogenese des Kombinationslymphoms besser zu verstehen, wurde nach 
gemeinsamen und separaten Mutationen in den HRS- und MCL-Zellen gesucht. Aufgrund 
der Tatsache, dass die Gene TNFAIP3, NFKBIA und SOCS1 regelmäßig im cHL mutiert sind 
(Küppers, 2009) und sich für NOTCH1 oftmals Mutationen im MCL nachweisen lassen 
(Kridel et al., 2012) wurde in WGA-Proben und mikrodissektierten Ein- oder Zweizellproben 
der HRS- und MCL-Zellen nach Mutationen in diesen Genen gesucht. 
3.2.2.1 Mutationsanalyse von TNFAIP3 und NFKBIA 
Die konstitutive Aktivität des NF-κB-Signalweges ist ein charakteristisches Merkmal der 
HRS-Zellen im cHL und für ihr Überleben von großer Bedeutung (siehe 1.4.1) (Bargou et al., 
1997). Unter anderem können inaktivierende Mutationen in Genen der NF-κB-Inhibitoren 
TNFAIP3 oder NFKBIA für die Aktivierung dieses Signalweges verantwortlich sein 
(Jungnickel et al., 2000; Emmerich et al., 2003; Kato et al., 2009; Lake et al., 2009; Schmitz 
et al., 2009; Liu et al., 2010). 
          <----------------------------------------INTRON--------------------------------------->  
V3-66     CGAGTGTGAGTGAAGATGAGTGAGAGAAACAGTGGATATGTGTGGCAGTTTCTGACCAATGTCTCTGTGTTTGCAGGTGTCCAGTGT GAG GTG          
HRS1-5    .....................................G................................................. ..A ...                
MCL1-4    .....................................G................................................. ..A ...         
MCL5      .....................................G................................................. ..A ...          
                
                                                                                                      <-- 
V3-66     CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAG CCT GGG GGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA         
HRS1-5    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
MCL1-4    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
MCL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
  
          -------CDR1-------------------> 
V3-66     TTC ACC GTC AGT AGC AAC TAC ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTC TCA GTT         
HRS1-5    ... .G. ... .T. ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ...         
MCL1-4    ... .G. ... .T. ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ...         
MCL5      ... .G. ... .T. ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ...         
 
          <---------CDR2------------> 
V3-66     ATT TAT AGC GGT GGT AGC ACA TAC TAC GCA GAC TCC GTG AAG GGC AGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC         
HRS1-5    ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
MCL1-4    ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
MCL5      ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...         
 
                                                                                              <---------- 
V3-66     AAG AAC ACG CTG TAT CTT CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GA         
HRS1-5    ... ... ..A ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .CC      
MCL1-4    ... ... ..A ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C.        
MCL5      ... ... ..A ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C.        
 
          ----------CDR3------------------------> 
JH4                            AC TAC TTT GAC TAC TGG  
HRS1-5    CTT AAT AGT GGG AGC T.. CCT ... ... ... ...  
MCL1-4    ... ... ... ... ... ... CCT ... ... ... ...  
MCL5      ... ... ... ... ... ... CCT ... ... ... ... 
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TNFAIP3 kodiert für das ubiquitin-modifizierende Enzym A20, das eine wichtige Rolle bei der 
Inhibierung von TNF- und Toll-ähnliche Rezeptor vermittelter NF-κB-Aktivierung spielt. Die 
Polyubiquitinierung des Rezeptor-interagierenden Faktors RIP1 ist notwendig für die 
Aktivierung des IKK-Komplexes nach TNF-Rezeptor-Stimulation. A20 entfernt aktivierte 
K63-gekoppelte Polyubiquitinketten von RIP1 und fügt Lys48-gekoppelte Polyubiquitinketten 
an RIP1 an. Dadurch wird das RIP1-Protein für die Degradierung durchs Proteasom markiert 
(Wertz et al., 2004). TNFAIP3 ist auf Chromosom 6q23 lokalisiert und zeigt in 60% der EBV- 
cHL-Fälle inaktivierende Mutationen (Küppers, 2009). Zusätzlich wurden auch für 15% der 
MCLs Mutationen in TNFAIP3 beschrieben (Honma et al., 2009). Somit ist TNFAIP3 ein 
bedeutendes Tumorsuppressorgen in beiden Lymphomarten. 
NFKBIA ist auf Chromosom 14q13 lokalisiert und kodiert für IκBα. IκBα verhindert die 
Translokation von NF-κB Homo- oder Heterodimeren vom Zytoplasma in den Zellkern, indem 
es an sie bindet. Dadurch wird der NF-κB-Signalweg gestört (Küppers, 2009). Inaktivierende 
Mutationen von NFKBIA wurden für HL-Zelllinien und in ungefähr 20% primärer cHL-Fälle 
beschrieben (Küppers, 2009). 
Für alle kodierenden Exons (Exons 2-9) von TNFAIP3 wurde eine seminested PCR über 
zwei Runden mit 10 ng WGA Proben und mikrodissektierte Ein- oder Zweizellproben beider 
Tumorbestandteile durchgeführt. Zunächst wurde die PCR mit den WGA-Proben der HRS- 
und MCL-Zellen durchgeführt, die Exons 2-9 erfolgreich amplifiziert und sequenziert. Als 
Negativkontrolle dienten DNA-freie Wasserproben. Alle analysierten Exons waren unmutiert. 
Um die Ergebnisse der WGA zu überprüfen und möglicherweise während der WGA 
entstandene Fehler auszuschließen, wurde anschließend in mikrodissektierte HRS- und 
MCL-Zellen nach Mutationen in den Exons 2-9 von TNFAIP3 gesucht. Als Positivkontrollen 
wurden für jedes Exon sortierte Einzelzellen bzw. in der zweiten Runde genomische DNA 
lymphoblastoider Zelllinien verwendet. Mikrodissektierte Nicht-Tumorzellen dienten als 
Keimbahnkontrolle und zellfreie mit Wasser versetzte Reaktionsansätze als Negativkontrolle. 
Die Kontrollen wurden in beiden PCR-Runden mitgeführt und es wurden 4-6 PCR-Produkte 
unabhängiger Zellaliquots von jedem Exon sequenziert und analysiert. Im Falle einer 
positiven Wasserkontrolle wurden alle Proben verworfen und die PCR mit neuen Reagenzien 
wiederholt. Bei der Analyse wurden keine Mutationen für TNFAIP3 in den HRS- und 
MCL-Zellen des Kombinationslymphoms entdeckt (siehe Tabelle 16). 
Für die Mutationsanalyse von NFKBIA wurde ebenfalls eine seminested PCR mit 10 ng 
WGA-Probe der HRS- und MCL-Zellen durchgeführt. Als Positivkontrolle diente in beiden 
Runden der PCR genomische DNA der cHL-Zelllinie L-1236, die unmutiert im NFKBIA-Gen 
ist. Zellfreie Reaktionsansätze wurden als Negativkontrolle mitgeführt und Nicht-Tumorzellen 
als Keimbahnkontrolle. Die kodierenden Exons 1-6 von NFKBIA wurden amplifiziert und 
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anschließend sequenziert. Sowohl die Doppelansätze der WGA-Proben der HRS-Zellen, als 
auch die der MCL-Zellen waren unmutiert (siehe Tabelle 16). 
 
Tabelle 16: Zusammenfassung der Mutationsanalyse von TNFAIP3 und NFKBIA 
 
Analysierte Proben Gen HRS-Zellen MCL-Zellen 
WGA-DNA NFKBIA (Exon1-6) Wildtyp Wildtyp 
WGA-DNA TNFAIP3 (Exon 2-9) Wildtyp Wildtyp 
Mikrodissektierte Ein- oder 
Zweizellproben
1
 
NFKBIA (Exon 2-9) Wildtyp Wildtyp 
1
Je Zelltyp wurden mindestens vier Sequenzen unabhängiger Zellaliquots analysiert 
 
3.2.2.2 Mutationsanalyse von SOCS1  
Der JAK/STAT-Signalweg ist ebenfalls konstitutiv aktiv im cHL (siehe 1.4.1). Unter anderem 
sind dafür inaktivierende Mutationen im SOCS1-Gen verantwortlich, die in 40% aller 
cHL-Fälle nachgewiesen wurden (Weniger et al., 2006). 
SOCS1 kodiert für das Protein Suppressor of Cytokine Signaling 1 (SOCS1), welches zu 
einer Gruppe induzierbarer Feedback-Inhibitoren des JAK/STAT-Signalweges gehört. Es 
reguliert die Kinaseaktivität von Januskinasen (JAK1, JAK2, JAK3, und TYK2) herunter, 
indem es mit seiner SH2 (Src-homology 2)-Domäne an das katalytische Zentrum der 
phosphorylierten JAKs bindet. Zusätzlich führt es zur Ubiquitinierung von phosphorylierten 
JAKs und somit zu deren proteosomalen Abbau. SOCS1 wird durch aktivierte STATs 
induziert und ist somit Bestandteil einer negativen Rückkopplung des 
JAK-STAT-Signalweges (Krebs & Hilton, 2001).  
Zur Analyse von SOCS1-Mutationen in den HRS- und MCL-Zellen des 
Kombinationslymphoms wurde von WGA- und Zweizellproben der kodierende Bereich (Exon 
2) von SOCS1 amplifiziert und sequenziert. Reaktionsansätze mit genomischer DNA einer 
lymphoblastoiden Zelllinie dienten dabei als Positivkontrolle, Nicht-Tumorzellen als 
Keimbahnkontrolle und DNA-freie Ansätze als Negativkontrolle. Sowohl in den WGA-Proben, 
als auch in den HRS- und MCL-Zellproben, von denen jeweils vier unabhängige Amplifikate 
untersucht wurden, konnte keine Mutation in SOCS1 nachgewiesen werden (siehe Tabelle 
17). 
 
Tabelle 17: Mutationsanalyse von Exon 2 des SOCS1-Gens 
 
Analysierte Proben HRS-Zellen MCL-Zellen 
WGA-Probe Wildtyp Wildtyp 
Mikrodissektierte Zweizellproben
1
 Wildtyp  Wildtyp 
1
Je Zelltyp wurden vier Sequenzen unabhängiger Zellaliquots analysiert. 
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3.2.2.3 Mutationsanalyse von NOTCH1 
Der Notch-Signalweg ist ein stark konservierter Signaltransduktionsweg, durch den Zellen 
auf äußere Signale reagieren können. Aktiviert wird der Notch-Signalweg durch die Bindung 
des Liganden Delta an den Notch-Rezeptor. Das Gen NOTCH1 ist auf Chromosom 9 
lokalisiert. Es kodiert für ein Transmembranprotein mit nur einer Transmembrandomäne und 
funktioniert als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor. Im MCL wurden aktivierende 
NOTCH1-Mutationen in 12% der Patienten (14/121) und in 20% der MCL-Zelllinien (2/10) 
nachgewiesen (Kridel et al., 2012). Auch in den HRS-Zellen des cHL ist NOTCH1 
ausgeprägt. Er ist ein essentieller vorgeschalteter Regulator von NF-κB und wichtig für das 
Überleben von HRS-Zellen (Schwarzer et al., 2012). Seine Aktivierung führt zu einem 
erhöhten Wachstum und verringerter Apoptose in den HRS-Zellen. Es wurde gezeigt, dass 
im cHL NOTCH1 in der Lage ist, die Ausprägung B-Zell-spezifischer Gene wie z.B. E2A und 
EBF zu unterdrücken und die Expression von Genen in HRS-Zellen, die für andere Zelltypen 
charakteristisch sind, wie z.B. GATA3, zu induzieren (Jundt et al., 2008; Stanelle et al., 
2010).  
Um den Mutationsstatus von NOTCH1 im Kombinationslymphom zu analysieren, wurden 
von den 34 kodierenden Exons Bereiche ausgewählt (Exon 26, 28 und der Anfang von Exon 
34), die am häufigsten Mutationen aufweisen (Kridel et al., 2012). Aufgrund seiner Größe 
wurde der kodierende Bereich von Exon 34 in drei Abschnitten amplifiziert. Fünfzig ng 
WGA-Produkt der HRS- und MCL-Zellen wurden für die PCR eingesetzt. Die 
PCR-Bedingungen wurden aus Stanelle et al., 2010 übernommen und vorher mit 
genomischer DNA der cHL-Zelllinien L-1236 und U-HO1 ausgetestet. Als Positivkontrolle 
dienten diese beiden cHL-Zelllinien. Die mitgeführten Wasserkontrollen waren stets negativ. 
Die Ergebnisse der anschließenden Sequenzanalyse der PCR-Produkte ist in Tabelle 18 
zusammengefasst. In Exon 26 konnte keine Mutation nachgewiesen werden. In Exon 28 der 
MCL-Zellen wurde ein stiller homozygoter Nukleotidaustausch von C zu T an Position 5271 
der genomischen Referenzsequenz für NOTCH1 (NCBI/GenBank Referenzsequenz 
NG_007458.1) gefunden. Dieser konnte allerdings in einer Wiederholung der PCR mit einer 
neuen WGA-Probe nicht bestätigt werden. Um diese Unstimmigkeit zu überprüfen, wurde 
Exon 28 mit einer Zweirunden-PCR mit 10 oder 50 mikrodissektierten MCL-Zellen in 
Doppelansätzen wiederholt. Die Sequenzanalyse ergab keine Mutation für Exon 28, somit 
handelt es sich bei dem zuerst gefundenen Nukleotidaustausch um ein Artefakt der WGA. 
Sowohl in der WGA-Probe der HRS-Zellen, als auch in beiden WGA-Proben der MCL-Zellen 
wurde ein bekannter SNP in Exon 34 gefunden. Diese Nukleotidvariante rs2229974 mit 
einem homozygoten Genotyp (T/T) befindet sich an Position 53603 der genomischen 
Referenzsequenz für NOTCH1 (NCBI/GenBank Referenzsequenz NG_007458.1).  
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Zusammenfassend wurde im NOTCH1-Gen keine Mutation im Kombinationslymphom 
gefunden. 
 
Tabelle 18: Mutationsanalyse des NOTCH1-Gens im Kombinationslymphom 
 
Analysierte Proben Exon 26 Exon 28 Exon 34.1 Exon 34.2 Exon 34.3 
WGA-DNA der HRS-
Zellen 
 
Wildtyp Wildtyp 
homozygoter 
SNP
2
 
Wildtyp Wildtyp 
WGA-DNA I der MCL-
Zellen 
 
Wildtyp 
homozygoter 
Nukleotidaustausch
1
 
homozygoter 
SNP
2
 
Wildtyp Wildtyp 
WGA-DNA II der 
MCL-Zellen 
 
n.a. Wildtyp 
homozygoter 
SNP
2
 
n.a. n.a. 
10 und 50 
mikrodissektierte 
MCL-Zellen 
n.a. Wildtyp n.a. n.a. n.a. 
1
homozygoter Nukleotidaustausch von C zu T an Position 5271 der genomischen Referenzsequenz für 
NOTCH1 (NCBI/GenBank Referenzsequenz NG_007458.1) 
2
bekannter SNP rs2229974 mit einem homozygoten Genotyp (T/T) befindet sich an Position 53603 der 
genomischen Referenzsequenz für NOTCH1 (NCBI/GenBank Referenzsequenz NG_007458.1). 
n.a., nicht analysiert 
 
3.2.2.4 Mutationsanalyse von TP53  
Das Tumorsuppressorgen TP53 ist auf Chromosom 17 lokalisiert und kodiert für das 
Tumorprotein P53. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus und bei der 
Einleitung der Apoptose. Mutationen können z.B. zu einem Funktionsverlust von TP53 
führen, wodurch ein Anhalten des Zellzyklus zur DNA-Reparatur und auch die Induktion der 
Apoptose nicht mehr möglich sind. Bei TP53 handelt es sich um eines der am häufigsten 
mutierten Gene in menschlichen Krebserkrankungen. So finden sich auch in 15% der MCLs 
inaktivierende Mutationen in TP53, die gewöhnlich mit 17p-Deletionen einhergehen (Greiner 
et al., 1996; Hernandez et al., 1996). Auch in den HRS-Zellen des cHL sind 
TP53-Mutationen in seltenen Fällen gezeigt worden (Montesinos-Rongen et al., 1999; 
Maggio et al., 2001; Feuerborn et al., 2006).  
Die FISH-Analysen unserer Kooperationspartner für TP53 zeigten in 90% der MCL-Zellen 
und in 100% der HRS-Zellen eine heterozygote Deletion. Dabei wurden für die HRS-Zellen 
drei unterschiedliche Signalmuster beschrieben, die alle auf die Deletion eines TP53-Allels 
hindeuten. Das Hauptsignalmuster in den HRS-Zellen zeigte drei Signale für Chromosom 17 
und nur zwei Signale für TP53.  
Um in den übrigen TP53-Allelen nach Mutationen zu suchen, wurde eine seminested PCR 
über zwei Runden für Exon 4-8 von zwei unterschiedlichen WGA-Proben der HRS- und 
MCL-Zellen durchgeführt. Da der überwiegende Teil der bereits beschriebenen 
TP53-Mutationen in den Exons 4-8 gefunden wurde, beschränkten sich die Analysen auf 
diese Bereiche. Als Positivkontrolle wurde genomische DNA von Zellen lymphoblastoiden 
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Zelllinien verwendet und als Negativkontrolle dienten mit Wasser anstatt DNA versehende 
Reaktionsansätze. Die Auswertung der ermittelten Sequenzen ergab keine Mutationen für 
Exon 4, 6, 7 und 8. Allerdings wurde in beiden Lymphomproben eine gleiche 
Austauschmutation in Exon 5 gefunden. Die Punktmutation zeigt einen Nukleotidaustausch 
von A zu G an Position 17427 der DNA, resultierend in einen Aminosäureaustausch von 
Tyrosin zu Cystein an Position 163 des P53-Proteins (NCBI/GenBank Referenzsequenz 
NG_017013.2) (siehe Tabelle 19). Dabei wurde in den beiden WGA-Proben der MCL-Zellen 
nur die mutierte Sequenz gefunden, was sehr gut mit der in den FISH-Analysen 
beschriebenen Deletion auf dem zweiten Allel zusammenpasst. Im Gegensatz dazu zeigte 
eine WGA-Probe der HRS-Zellen nur die mutierte Sequenz und die andere WGA-Probe 
sowohl ein mutiertes als auch ein Wildtyp-Allel. Zusammen mit den Ergebnissen der 
FISH-Analysen lässt dies vermuten, dass die HRS-Zellen trotz der Deletion eines 
TP53-Allels, noch zwei Allele für TP53 besitzen von denen eines mutiert ist. Zur Bestätigung 
dieser Ergebnisse wurden Zweizellproben von HRS- und MCL-Zellen ohne vorhergegangene 
WGA analysiert. Um zu zeigen, dass es sich hierbei um eine somatische Mutation handelt, 
wurden zusätzlich CD3+ Nicht-Tumorzellen (T-Zellen) des Kombinationslymphoms 
untersucht.  
 
Tabelle 19: Sequenzergebnisse von Exon 5 des TP53-Gens 
Zusammenfassung der Sequenzanalyse von Exon 5 des TP53-Gens. Sowohl in den HRS-Zellen als auch 
in den MCL-Zellen wurde eine Mutation in Exon 5 an Position 17427 der DNA gefunden. Dargestellt ist eine 
Übersicht des Mutationsstatus in den einzelnen Zelltypen. 
 
Zelltyp 
Art der 
Probe 
Positive Proben/ 
analysierte Proben 
Sequenzergebnis für Exon 5 Codon 163
1
 
mutiert 
mutiert & 
Wildtyp 
Wildtyp 
HRS-
Zellen 
WGA 2/2 1 1  
 Zweizellprobe 19/24 7 7 5 
MCL-
Zellen 
WGA 2/2 2   
 Zweizellprobe 11/18 9 1 1 
T-Zellen Zweizellprobe 12/15 1 1 10 
1
Mutationsstatus für die TP53-Mutation (A >G) in Exon 5 an Position 17427 der DNA, die zu einem 
Austausch der Aminosäure Tyrosin zu einem Cystein an Position 163 (NCBI/GenBank Referenzsequenz 
NG_017013.2) führt. 
 
Insgesamt wurden 18 MCL-Proben für die Analyse eingesetzt, von denen 11 PCR-Produkte 
ausgewertet werden konnten. Neun von 11 Sequenzen der MCL-Proben zeigten nur das 
mutierte Allel (siehe  
Tabelle 19 und Abbildung 7), was die Sequenzergebnisse der WGA-Proben bestätigt und 
zeigt, dass das nicht-deletierte Allel von TP53 mutiert ist. Bei den HRS-Zellen brachten 19 
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von 24 eingesetzten Proben auswertbare Sequenzen hervor. Von diesen 19 Sequenzen 
zeigten sieben ein gemischtes Signal im Elektropherogramm an der mutierten Stelle. Weitere 
sieben Sequenzen trugen nur das mutierte Allel und in fünf Proben wurde nur die Wildtyp-
Sequenz identifiziert (siehe  
Tabelle 19 und Abbildung 7). Auch die Ergebnisse der untersuchten HRS-Zellen bestätigen 
die Analysen der WGA-Proben und zeigten, dass die HRS-Zellen, dieselbe TP53-Mutation 
wie die MCL Zellen aufweisen. Zusätzlich besitzen die HRS-Zellen trotz der Deletion noch 
ein Wildtyp-Allel für TP53.  
 
 
Abbildung 7: Sequenzen der TP53-Analyse von HRS-, MCL- und CD3
+
 Nicht-Tumorzellen 
Dargestellt sind repräsentative Elektropherogramme der HRS-, MCL- und CD3
+
 Nicht-Tumorzellen. Die 
Nicht-Tumorzellen zeigen die Keimbahnkonfiguration und die MCL-Zellen die homozygote Mutation (A>G). 
Für die HRS-Zellen sind die drei unterschiedlichen Sequenzergebnisse, die eine heterozygote Mutation an 
derselben Position andeuten, exemplarisch dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen die Position der Mutation. 
 
Eine mögliche Erklärung für die Proben, die in den einzelnen HRS-Zellen nur die Wildtyp- 
oder nur die mutierte Sequenz zeigten, ist, dass durch die Größe der HRS-Zellen bei der 
Anfertigung der Schnitte und anschließender Mikrodissektion nur Teile des Zellkern isoliert 
wurden und dadurch nicht immer alle Allele von TP53 isoliert wurden. Somit konnten diese 
auch nicht nachgewiesen werden. Neben den mutierten Sequenzen wurde in einer der 11 
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MCL-Proben eine Wildtyp-Sequenz zusammen mit einem mutierten TP53-Allel gefunden und 
eine weitere Probe zeigte nur die unmutierte Sequenz (siehe Tabelle 19). Bei den 
untersuchten CD3+ T-Zellen waren 10 von 12 Sequenzen unmutiert (siehe Abbildung 7). 
Allerdings zeigte hier eine Probe ein Wildtyp- zusammen mit einem mutierten Allel und eine 
weitere Probe nur das mutierte Allel (siehe Tabelle 19). Die Ausreißer in den MCL-Proben 
und in den CD3+ T-Zellen, stammen höchstwahrscheinlich von Kontamination während der 
Mikrodissektion. 
Die vorgestellten Ergebnisse der TP53-Sequenzanalyse zeigen, dass das nicht-deletierte 
Allel von TP53 im MCL somatisch mutiert ist und dass dieselbe Mutation in den HRS-Zellen 
vorliegt. Darüber hinaus weisen die HRS-Zellen neben der Deletion eines TP53-Allels ein 
weiteres unmutiertes Allel auf. Dies lässt vermuten, dass die Deletion des TP53-Allels, in 
beiden Lymphomen unabhängig voneinander stattgefunden haben muss. 
3.3 Charakterisierung von humanen CD30+ B-Zellen 
In lymphatischen Geweben, wie z.B. Lymphknoten und Tonsillen, ist CD30 auf einigen 
aktivierten B- und T-Zellen ausgeprägt, jedoch nicht auf B-Lymphozyten des peripheren 
Blutes. Dabei zeigen nur sehr wenige B-Zellen, die im GC und in extrafollikullären Regionen 
lokalisiert sind, eine Expression von CD30 (Stein et al., 1985). Es handelt sich dabei um 
große, mononukleäre und proliferierende Zellen, über deren Herkunft, Eigenschaften und 
Differenzierungsstand nur sehr wenig bekannt ist. Da die HRS-Zellen des cHLs immer positiv 
für CD30 sind, war es interessant herauszufinden, ob es möglicherweise einen 
Zusammenhang zwischen den normalen CD30+ B-Zellen und den HRS-Zellen gibt. Um dem 
nachzugehen und die CD30+ B-Zellen im Allgemeinen besser zu charakterisieren, wurden 
von unserem ehemaligen Mitarbeiter Dr. Enrico Tiacci jeweils CD30+ GC- und 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen aus fünf Tonsillen durch Zellsortierungmit einem BD FACS-Diva 
isoliert und Genexpressionsprofile erstellt. Dabei wurden die Expressionsmuster beider 
CD30+ B-Zellpopulationen mit HRS-Zellen und weiteren B-Zellpopulationen verglichen. Der 
Vergleich zeigte in einem Unsupervised Hierarchical Clustering, dass sich die Proben der 
CD30+ B-Zellen deutlich in zwei eigenständige B-Zellpopulationen aber dennoch zusammen 
anordnen und sich in der Ausprägung ihrer Gene von gewöhnlichen GC-B-Zellen 
(Gesamt-GC-B-Zellen), naiven B-Zellen, Gedächtnis-B-Zellen und Plasmazellen 
unterscheiden. Darüber hinaus sind sie in ihrer Genexpression ähnlicher zu den HRS-Zellen, 
als alle analysierten CD30- B-Zellpopulationen. Weiterführende bioinformatische 
Auswertungen der Genexpressionsprofile und ihre biologische Bedeutung wurden in unserer 
Arbeitsgruppe von Dr. Marc Weniger und Prof. Ralf Küppers in Zusammenarbeit mit der 
Bioinformatikerin Dr. Claudia Döring (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Frankfurt 
am Main) ausgewertet.  
                                                                                                                                                             ERGEBNISSE 
63 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten ergänzend zu den Genexpressionsdaten die 
CD30+ B-Zellen genauer mittels Durchflusszytometrie und IgV-Gen-PCR-Analysen 
charakterisiert werden und ein Teil der Genexpressionsprofile durch eine qRT-PCR von 
ausgewählten Genen und Western Blot-Analyse validiert werden.  
3.3.1 Isolierung und Anreicherung von CD30+ B-Zellen aus Tonsillen 
Für die phänotypische Charakterisierung und für die IgV-Genanalyse von CD30+ B-Zellen 
wurden zunächst mononukleäre Zellen aus tonsillärem Gewebe aufgereinigt und die 
seltenen CD30+ B-Zellen mittels CD30-MACS-Säulen isoliert und angereichert (siehe 2.2.1 
und 2.2.2). Da aktivierte T-Zellen auch CD30 auf ihrer Oberfläche ausprägen, war es 
notwendig diese zuvor durch eine MACS-CD3-Depletion zu entfernen. Die Effizienz der 
CD3-Depletion und der CD30-Anreicherung wurde mit einer Doppel-Fluoreszenzfärbung 
überprüft. Vor und nach jedem MACS-Schritt wurden 0,5-1x105 Zellen entnommen, mit 
anti-CD3- und anti-CD20-Antikörpern gefärbt und am BD FACS-Canto analysiert. Abbildung 
8 zeigt exemplarisch die angefärbten Lymphozyten vor und nach der CD3-Depletion (A) und 
der CD30-Anreicherung (B).  
 
 
 
Abbildung 8: Überprüfung der CD3-Depletion und CD30-Anreicherung 
Aus tonsillären Lymphozyten wurden die CD3
+
 T-Zellen mit MACS-Säulen depletiert sowie die CD30
+
 
B-Zellen angereichert. Dargestellt ist eine typische FACS-Färbung gegen CD20 und CD3 bzw.CD30, die als 
Kontrolle der CD3-Depletion und CD30-Anreicherung durchgeführt wurde. A) Der Anteil der CD3
+
 T-Zellen 
wurde durch den CD3-MACS von 30,3% auf 0,3% reduziert. B) Die Population der CD30
+
 B-Zellen konnte 
von 1,7% auf 36,4% angereichert werden. 
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Der Anteil der CD3+CD20- T-Zellen wurden durch die CD3-Depletion in der dargestellten 
Tonsille von 30,3% auf 0,3% reduziert. Durch die Anreicherung mit dem CD30-MACS 
konnten der Anteil der CD30+CD20+ B-Zellen von 1,7% auf 36,4% erhöht werden. Im 
Allgemeinen wurden nur Proben weiterverwendet bei denen der Anteil der T-Zellen auf 
mindestens 0,5% reduziert werden konnte. Der Anteil der CD30+ B-Zellen aller 
weiterverwendeten Tonsillen konnte im Durchschnitt auf 22% angereichert werden. 
Für die phänotypische Charakterisierung wurden die Zellen anschließend direkt mit den 
entsprechenden Antikörpern angefärbt und analysiert (siehe 3.3.2). Für die IgV-Gen-PCR-
Analyse (3.3.3) wurden die angereicherten CD30+ B-Zellen jedoch mit Antikörpern gegen 
CD20, CD38 und CD30 gefärbt und mit einem FACS-Diva Zellsortierer zu 2x 1000 CD30+ 
GC-B-Zellen und 2x 1000 CD30+ Nicht-GC-B-Zellen sortiert. Dazu wurden die 
B-Lymphozyten zunächst in GC-B-Zellen (CD20++CD38+) und in Nicht-GC-B-Zellen 
(CD20+CD38low) unterteilt (siehe Abbildung 9 links). Im Anschluss wurden von den 
Nicht-GC-B-Zellen (siehe Abbildung 9 Mitte) und von den GC-B-Zellen (siehe Abbildung 9 
rechts) die CD30+ Zellen von den C30- Zellen getrennt. Aufgrund der geringen Anzahl und 
des teils schwachen CD30-Signals, besonders im Fall der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen, war es 
oft schwierig genügend Zellen und nicht verunreinigte Zellpopulationen zu sortieren.  
Insgesamt wurden 9 Tonsillen für die IgV-Gen-PCR-Analyse wie oben beschrieben 
aufgearbeitet. Dabei konnte von drei Tonsillen nicht genügend CD30+ B-Zellen sortiert 
werden, bei drei Tonsillen war zumindest eine der beiden Populationen verunreinigt und von 
den Zellen zweier Tonsillen brachte die IgV-Genanalyse keine auswertbaren Sequenzen 
hervor. Somit wurde die IgV-Genanalyse mit den CD30+ B-Zellen einer Tonsille durchgeführt. 
 
 
Abbildung 9: Sortierung von CD30
+
 GC- und CD30
+
 Nicht-GC-B-Zellen 
Lymphozyten wurden aus Tonsillen isoliert, die CD3
+
 T-Zellen mit MACS-Säulen entfernt und die CD30
+
 
B-Zellen angereichert. Die angereicherten CD30
+
 B-Zellen wurden für CD20, CD38 und CD30 gefärbt und 
entsprechende Gates zur Unterscheidung von Nicht-GC-B-Zellen (CD20
+
CD38
low
) und GC-B-Zellen 
(CD20
++
CD38
+
) gesetzt. Aus diesen Populationen wurden anschließend durch weitere Gates die CD30
+
 
Nicht-GC-B-Zellen (i) und CD30
+
 GC-B-Zellen (ii) voneinander getrennt und sortiert. 
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3.3.2 Phänotypische Charakterisierung von CD30+ B-Zellen 
Für die phänotypische Charakterisierung der CD30+ B-Zellen wurde durchflusszytometrisch 
die Expression der BCR-Isotypen und des Oberflächenmarkers CD27 gemessen (Abbildung 
10A). Die Zellen wurden mit Antikörpern gegen CD20, CD38, CD30 und zusätzlich einem 
Antikörper, der gegen den jeweiligen BCR-Isotyp oder CD27 gerichtet war, gefärbt und die 
Expression gemessen. Die B-Zellen wurden zunächst in GC-B-Zellen (CD20++CD38+) und in 
Nicht-GC-B-Zellen (CD20+CD38low) unterteilt und die beiden Populationen weiter in CD30+ 
und CD30- Zellen aufgetrennt. Anschließend wurden von den CD30+GC-B-Zellen, den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen und den CD30- GC-B-Zellen die Expression der verschiedenen 
Oberflächenmarker gemessen (siehe Abbildung 10A). Aufgrund der limitierten Zellzahlen der 
CD30+ Populationen konnten nicht alle Färbungen für jeden Spender durchgeführt werden. 
Für die unterschiedlichen Färbekombinationen wurden die Antikörper zunächst austitriert und 
an einigen Tonsillen ausgetestet. Anschließend wurden 15 Tonsillen aufgearbeitet und die 
verschiedenen Antikörperfärbungen durchgeführt. Aus verschiedenen Gründen wie z.B. dass 
die Färbung der Isotypkontrolle nicht funktioniert hat, die Auftrennung zwischen der CD30+- 
und CD30--Population nicht ausreichend war oder die Tonsille zu wenig CD30+ Zellen 
aufwies, wurden am Ende die Expressionslevel verschiedener Marker von 10 Tonsillen 
ausgewertet und in Tabelle 20 zusammengefasst. Generell war die Verteilung der Isotypen 
auf CD30+ GC-B-Zellen sehr ähnlich zu der auf den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen. So haben 
ungefähr 2/3 der analysierten CD30+ GC-B-Zellen und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen einen 
Klassenwechsel vollzogen. Dabei prägen ca. je 50% der Zellen beider Populationen IgG und 
ca. je 20% IgA auf ihrer Oberfläche aus. Die Expression von IgE wurde in drei Spendern 
untersucht. Im Vergleich zur Isotypkontrolle konnte aber keine Expression nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Die Größe der Populationen, die keinen Klassenwechsel 
vollzogen hatten und somit IgM auf ihrer Oberfläche ausprägten, betrug im Durchschnitt 9% 
bei den CD30+ GC-B-Zellen und 22% bei den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen. Um die 
Populationen der Nicht-klassengewechselten Zellen genauer zu analysieren, wurde von vier 
Spendern eine zusätzliche Färbung durchgeführt (siehe Abbildung 10B). Die Zellproben 
wurden mit Antikörpern gegen CD30, CD38, IgM und IgD gefärbt. Es wurde auf die Färbung 
mit dem B-Zell-spezifischen CD20-Antikörper verzichtet, da durch die vorherige Depletion 
der T-Zellen, vorausgesetzt werden konnte, dass sich hauptsächlich B-Zellen in den Proben 
befanden. Somit konnten die CD30+ GC-B-Zellen (CD38+CD30+), die CD30+ 
Nicht-GC-B-Zellen (CD38-CD30+) und die CD30- GC-B-Zellen (CD38+CD30-) voneinander 
getrennt werden und sich die Verteilung der Ausprägung von IgM und IgD von jeder 
Population genauer betrachten werden. Dabei wurde gezeigt, dass ein großer Anteil der IgM+ 
B-Zellen zusätzlich in geringer Menge IgD exprimiert, was typisch für aktivierte B-Zellen ist. 
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Abbildung 10: Repräsentative Ergebnisse der phänotypischen Charakterisierung von 
CD30
+
 B-Zellen 
Lymphozyten wurden aus Tonsillen isoliert, und mit MACS-Säulen die CD3
+
 T-Zellen entfernt, sowie die 
CD30
+
 B-Zellen angereichert. A) Die angereicherten CD30
+
 B-Zellen wurden für CD20, CD38, CD30 und 
einem zusätzlichen Marker entweder IgG, IgA, IgM, IgE, CD27 oder eine Isotypkontrolle gefärbt. Es wurden 
entsprechende sogenannte Gates für die Unterscheidung von GC-B-Zellen (CD20
++
CD38
+
) und in Nicht-
GC-B-Zellen (CD20
+
CD38
low
) gesetzt und durch weitere Gates die jeweiligen CD30
+ 
und CD30
-
 
Populationen voneinander getrennt. Anschließend wurden für die CD30
-
 GC-B-Zellen (i), die CD30
+
 GC-B-
Zellen (ii) und die CD30
+
 Nicht-GC-B-Zellen (iii) die Expressionslevel der unterschiedlichen Marker 
gemessen und der Anteil der positiven Zellen im Histogramm angegeben. Um zu verdeutlichen, dass die 
gesamte Population positiv für CD27 im Vergleich zur Isotypkontrolle war, wurden beide Histogramme 
übereinander gelegt. B) Um die Expression von IgD und IgM genauer zu analysieren wurden die Zellen für 
CD30, CD38, IgM und IgD gefärbt, entsprechende Gates für die Populationen CD30
+
 GC-B-Zellen, CD30
+
 
Nicht-GC-B-Zellen und CD30
-
 GC-B-Zellen gesetzt und die Ausprägung von IgM und/oder IgD gemessen. 
Der Anteil der einzelnen Populationen ist in % in den jeweiligen Quadranten angegeben. 
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Tabelle 20: Phänotypische Charakterisierung von CD30
+
 B-Zellen 
 
Zell-
typ 
Spen-
der 
IgM  
%
a
 
IgM
+
IgD
-/low 
 
%
 a
 
IgD-only 
% 
IgG  
% 
IgA  
% 
IgG & IgA 
% 
IgE 
%
b
 
CD27 
MFI 
ratio
c
 
CD30
+
 
GC-B- 
Zellen 
1  n.a. n.a. n.a. 63 16 79 n.a. 1,9 
2  n.a. n.a. n.a. 61 21 82 n.a. 2,3 
3  5 n.a. n.a. 59 3 62 n.a. 3,1 
4  19 n.a. n.a. 43 27 70 n.a. 2,5 
5  9 n.a. n.a. 48 35 83 n.a. 2,4 
6  4 n.a. n.a. 66 4 70 n.a. 2,4 
7  4 3 2 39 48 87 0 3,7 
8  14 9 7 54 16 70 0 n.e. 
9  6 6 12 46 27 73 0 2,8 
10  10 7 10 n.a. n.a. n.a. n.a. 2,4 
 
Mittel 
(Bereich) 
9 
(4-19) 
6  
(3-9) 
8 
(2-12) 
53 
(39-66) 
22 
(3-48) 
75 
(62-87) 
0 
2,6 
(1,9-
3,7) 
          
CD30
+
 
Nicht-
GC-B- 
Zellen 
1 n.a. n.a. n.a. 46 19 65 n.a. 2,2 
2 n.a. n.a. n.a. 52 33 85 n.a. 3,4 
3 4 n.a. n.a. 58 9 67 n.a. 5,7 
4 37 n.a. n.a. 26 19 45 n.a. 3,3 
5 21 n.a. n.a. 42 23 65 n.a. 2,8 
6 9 n.a. n.a. 69 6 75 n.a. 9,6 
7 8 5 2 50 38 88 0 21 
8 54 43 19 17 9 26 0 n.e. 
9 8 7 3 49 39 88 0 9,9 
10 36 29 25 n.a. n.a. n.a. n.a. 2,5 
 Mittel 
(Bereich) 
22 
(4-54) 
21 
(5-43) 
12 
(2-25) 
45 
(17-69) 
22 
(6-39) 
67 
(26-88) 
0 
6.7 
(2,2-21) 
          
CD30
-
GC-B- 
Zellen 
1 n.a. n.a. n.a. 59 20 79 n.a. 2,4 
2 n.a. n.a. n.a. 52 24 76 n.a. 2.9 
3 16 n.a. n.a. 49 0 49 n.a. 2,2 
4 33 n.a. n.a. 41 15 56 n.a. 2,8 
5 18 n.a. n.a. 54 19 73 n.a. 2,2 
6 8 n.a. n.a. 51 2 53 n.a. 2,0 
7 9 4 19 36 43 79 0 3,1 
8 19 12 3 56 13 69 0 n.e. 
9 24 8 9 38 21 59 0 2,4 
10 25 12 14 n.a. n.a. n.a. n.a. 2,3 
Mittel 
(Bereich) 
19 
(8-33) 
9 
(4-12) 
11 
(3-19) 
48 
(36-59) 
17 
(0-43) 
66 
(49-79) 
0 
2,5 
(2,0-
3,1) 
a
Für Spender 3-6 wurden die IgM
+
 B-Zellen durch eine Antikörperfärbung gegen CD20, CD30, CD38 und 
IgM ermittelt; Für Spender 7-10 erfolgte eine Färbung der isolierten B-Zellen gegen CD30, CD38, IgM und 
IgD, so dass IgM
+
IgD
low
 und IgD-only B-Zellen analysiert werden konnten. 
b
im Vergleich zu Isotypkontrolle war das Expressionslevel kaum höher 
c
Im Vergleich zur Isotypkontrolle war die gesamte Population positiv (nach rechts verschoben); zur 
besseren Veranschaulichung wurde die MFI ratio ermittelt. 
n.a., nicht analysiert; n.e., nicht auswertbar; MFI, mittlere Fluoreszenzintensität 
 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich unter den CD30+ GC-B-Zellen zwischen 
2-12% und unter den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen zwischen 2-25% IgD-only (IgD+IgM-) 
B-Zellen, befinden. IgD-only B-Zellen sind eine kleine Population von Gedächtnis-B-Zellen, 
die eine enorm hohe Mutationsfrequenz ihrer IgV-Gene und eine Deletion des 
Cµ-Gensegmentes aufgrund eines ungewöhnlichen Klassenwechsels, aufweisen (Liu et al., 
1996). Es ist bekannt, dass die Expression von CD27 charakteristisch für 
Gedächtnis-B-Zellen ist und ein genereller Marker für somatisch mutierte IgV-Gene in 
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B-Zellen darstellt. CD27 ist aber auch in GC-B-Zellen hochreguliert und stark auf 
Plasmazellen ausgeprägt (Klein et al., 1998). Bei der Färbung der drei B-Zellpopulationen für 
CD27 ist im Vergleich zur Isotypkontrolle eine leichte rechts Verschiebung der jeweils 
gesamten Population zu erkennen. Somit scheinen fast alle Zellen positiv für CD27 zu sein, 
im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Färbungen, in denen immer nur ein Teil der 
Population positiv war. Um dies besser zu veranschaulichen wurde für CD27 und die 
entsprechende Isotypkontrolle die MFI ratio (Verhältnis der mittleren Fluoreszenzintensität, 
engl. mean fluoreszenz intensity ratio) bestimmt (siehe Tabelle 20) und beide Histogramme 
übereinander gelegt dargestellt (siehe Abbildung 10A). Zusätzlich zeigte die Analyse der 
Expression des Oberflächenmarkers CD27, dass beide CD30+ B-Zellpopulationen ähnlich 
viel CD27 ausprägen wie gewöhnliche CD30- GC-B-Zellen, wobei die Expression von CD27 
in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen leicht höher erscheint. Zusammengenommen zeigen die 
Ergebnisse dieser Analyse, dass die CD30+ GC-B-Zellen phänotypisch stark gewöhnlichen 
GC-B-Zellen ähneln und dass die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen durch ihre Expression von CD27 
und dem hohen Anteil klassengewechselter Zellen wahrscheinlich eine Art Post-GC-
Gedächtnis-B-Zellen darstellen. 
3.3.3 IgV-Genanalyse der CD30+ B-Zellen 
Mit Hilfe der IgV-Genanalyse sollten die CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen genauer 
charakterisiert werden. Die Analyse sollte unter anderem Aufschluss über das 
IgV-Gen-Mutationsmuster und die Mutationsfrequenz beider Populationen geben und zeigen, 
ob die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen überhaupt Mutationen in ihren IgV-Genen aufweisen. 
Zusätzlich wurde nach expandierten Klonen, innerhalb und zwischen beiden 
CD30+ Populationen, gesucht um den Verwandtschaftsgrad festzustellen. Außerdem wurde 
das Selektionsmuster der Zellpopulationen genauer betrachtet und nach verkrüppelnden 
Mutationen in den Sequenzen gesucht, die auf eine Ähnlichkeit der Zellen zu den 
HRS-Zellen des cHL hinweisen könnten, da in 25% aller cHL-Fälle verkrüppelnde 
Mutationen in den IgV-Genumlagerungen nachgewiesen wurden. 
Dazu wurden 2x 1000 CD30+ GC-B-Zellen und 2x 1000 CD30+ Nicht-GC-B-Zellen sortiert 
und die IgV-Genumlagerungen der größten VH-Genfamilien (VH1, 3 und 4) mittels 
seminested IgV-Gen PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle wurden für jede IgV-Genfamilie 
Ansätze mit genomischer DNA von lymphoblastoiden Zelllinien, deren V-Genumlagerungen 
bekannt waren, mitgeführt. Im Falle von negativen Positivkontrollen wurde die PCR 
wiederholt. Zusätzlich dienten zellfreie Reaktionsansätze als Negativkontrolle. Aufgrund von 
Kontaminationen in den Negativkontrollen musste zunächst die PCR mehrmals unter hohen 
Hygienestandards und Austausch der Reagenzien wiederholt werden, bis alle 
Negativkontrollen kontaminationsfrei blieben. Die Quelle der Kontamination konnte nicht 
eindeutig zugeordnet werden. Im Anschluss daran wurden die PCR-Produkte kloniert und 
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43 Sequenzen pro Population ermittelt von denen 39 bzw.40 analysiert werden konnten. Bei 
der Analyse der Sequenzen wurden die IgV-Genumlagerungen identifiziert, überprüft, ob die 
Sequenz produktiv ist (d.h. sich die CDR3 im Leseraster befindet, kein vorzeitiges Stopcodon 
generiert wurde und kein VH-Pseudogen verwendet wurde), die Mutationsfrequenz 
berechnet, das R/S-Verhältnis der FR ermittelt (Verhältnis aus Mutationen mit 
Aminosäureaustausch R zu stillen Mutationen S) und Besonderheiten wie verkrüppelnde 
Mutationen oder das Auftreten von Klonen untersucht. 
Ergänzend standen für die Charakterisierung der CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen 
für jede Population Sequenzen von drei weiteren Tonsillen zur Verfügung, die im Vorfeld von 
Dr. Enrico Tiacci erstellt worden sind. Aufgrund eines etwas anderem Vorgehen in der 
Analyse der Sequenzen z.B. bei der Bestimmungen der Mutationsfrequenz und des 
R/S-Verhältnisses, wurden die 74 Sequenzen der CD30+ GC-B-Zellen und die 59 Sequenzen 
der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen als Bestandteil dieser Arbeit neu ausgewertet, so dass die 
Ergebnisse aller Sequenzen miteinander vergleichbar waren. Die Ergebnisse der 
Sequenzanalysen sind in Tabelle 21 zusammengefasst. 
Die Mutationsfrequenzen der umgelagerten IgV-Gene wurden berechnet, indem die Anzahl 
der somatischen Mutationen bis zum Beginn der CDR3 durch die Gesamtanzahl der 
Nukleotide bis zum Beginn der CDR3 dividiert wurde. Zusätzlich wurden auch die Mutationen 
berücksichtigt, die schon in der CDR3 lokalisiert waren, so lange noch mindestens zwei 
unmutierte Nukleotide folgten, um auszuschließen, dass es sich dabei um N-Nukleotide 
handelte, die während der IgV-Genumlagerung eingefügt wurden. Bei der Ermittlung der 
Mutationsfrequenz wurden nur mutierte Sequenzen berücksichtigt. Wenn die Sequenzen 
jedoch nur eine einzige Mutation aufwiesen, wurden sie bei der Berechnung nicht 
berücksichtigt, da ein Polymerasefehler nicht ausgeschlossen werden konnte. Das Auftreten 
von Deletionen oder Insertionen wurde als eine Mutation gewertet, auch wenn dadurch 
mehrere Nukleotide eingefügt oder entfernt wurden. Es wurden sowohl Sequenzen deren 
IgV-Genumlagerungen sich im Leseraster als auch diejenigen die sich nicht im Leseraster 
befanden berücksichtigt. Außerdem wurden identische Sequenzen nur einmal gezählt, da 
Sie von einer Zelle abstammen könnten. Im Fall von intraklonaler Diversität wurde jede 
einzelne Sequenz mitgezählt. Die Ergebnisse zeigen, dass mit einer Ausnahme, alle 114 
ausgewerteten Sequenzen der CD30+ GC-B-Zellen somatisch mutiert sind und die mittlere 
Mutationsfrequenz der IgV-Genumlagerungen der einzelnen Tonsillen zwischen 4,6% und 
8% lag. Im Vergleich zu gewöhnlichen GC-B-Zellen, die eine durchschnittliche 
Mutationsfrequenz von 5-6% aufweisen, ist die Mutationsfrequenz der CD30+ GC-B-Zellen, 
ein wenig höher (Klein et al., 1998a). Die IgV-Genumlagerungen der 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen waren in drei von vier untersuchten Tonsillen ebenfalls zu 79 bis 
92% mutiert. Nur in einem Spender waren 67% der Zellen unmutiert. Die mittlere 
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Mutationsfrequenz der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen betrug in den Sequenzen der vier 
Spendern zwischen 2,9% und 8,2%, was ungefähr im Bereich für Post-GC-B-Zellen liegt. Die 
R/S-Werte der FR vermitteln einen Anhaltspunkt für die Stärke der Selektion zur Expression 
eines funktionellen BCRs. Je mehr Aminosäureaustauchmutationen vorhanden sind bzw. je 
höher der Quotient, desto schlechter ist der BCR selektioniert. Bei der Berechnung wurden 
nur IgV-Genumlagerungen berücksichtigt die sich im Leseraster befanden. Für jede Sequenz 
wurden die Aminosäureaustauschmutationen sowie die stillen Mutationen separat addiert, 
und aus den Summen der Quotient gebildet. Dabei wurden alle 
Aminosäureaustauschmutationen separat gezählt, auch wenn sie zum Austausch eines 
gleichen Codons führten. Die R/S-Werte der FR in den CD30+ GC-B-Zellen der einzelnen 
Spender lagen bis auf eine Ausnahme bei einem Mittelwert von 1,4-1,9, der typisch ist für 
selektionierte GC-B-Zellen (Klein et al., 1998a). Eine Ausnahme stellten die Zellen der 
Tonsille 3 dar, deren durchschnittlicher R/S-Wert mit 2,4 leicht höher gewesen ist. Die 
R/S-Werte der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen waren mit 1,3-1,8 etwas niedriger und lagen in 
einem Bereich der typisch ist für gut selektionierte Post-GC-B-Zellen. Verkrüppelnde 
Mutationen, die dazu führen, dass eine ursprünglich funktionelle IgV-Genumlagerung nicht 
mehr funktionell ist, wurden nur selten gefunden. Von zwei Spendern (1 und 2) wurde jeweils 
eine verkrüppelnde Mutation in den CD30+ GC-B-Zellen und in Spender 6 wurde eine in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen nachgewiesen. Allerdings konnte nicht ausgeschlossen werden, 
dass es sich bei der verkrüppelnden Mutation der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen um einen 
Polymerasefehler handelt da es die einzige Mutation in der gesamten Sequenz war. 
Des Weiteren zeigten die Analysen in einem kleinen Teil der CD30+ B-Zellen intraklonale 
Diversität. So wurden unter den CD30+ GC-B-Zellen in drei von vier Spendern ein bis vier 
Klone mit zwei bis drei Klonmitgliedern identifiziert, die Mitglieder von größeren Klonen 
darstellen könnten. In Tonsille 1 könnten noch zwei weitere Klone mit jeweils zwei Zellen 
enthalten sein, die jedoch nur eine einzige individuelle Mutation aufwiesen, wodurch ein 
Polymerasefehler nicht ausgeschlossen werden konnte. Aus diesem Grund wurden diese 
Sequenzen nicht als eigener Klon bewertet. Für den gefundenen Klon von Spender 3 wurde 
zusätzlich ein Klonmitglied unter den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen gefunden. Unter den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen wurden wiederum für einen weiteren Spender (4) zwei Klone mit 
jeweils zwei Klonmitgliedern aufgezeigt.  
Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse der IgV-Genanalyse, dass die CD30+ GC-B-
Zellen sehr stark den gewöhnlichen GC-B-Zellen ähneln. Im Gegensatz dazu scheint sich ein 
großer Teil der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen in einem Post-GC-B-Stadium zu befinden und 
Gedächtnis-B-Zellen zu repräsentieren, was durch die mutierten und gut selektionierten 
IgV-Genumlagerungen angedeutet wird. Bei dem unmutierten Anteil der CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen handelt es sich wahrscheinlich um B-Zellen, die noch nicht an der GC-Reaktion 
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teilgenommen haben bzw. die das GC wieder verlassen haben bevor die SHM stattgefunden 
hat. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die unmutierten CD30+ Nicht-GC-B-Zellen aktivierte 
naive B-Zellen einer T-Zell-unabhängigen Immunreaktion darstellen. In beiden 
B-Zellpopulationen wurde in geringem Ausmaß intraklonale Diversität nachgewiesen.  
 
Tabelle 21: IgV-Gen-Mutationsanalyse von CD30
+
 GC- und CD30
+
 Nicht-GC-B-Zellen 
 
Zelltyp/ 
Tonsille 
VH-Gen-
Familie 
Mutierte 
Sequenzen/ 
alle 
Sequenzen 
(%) 
Mittlere 
Mutations-
frequenz %
 
(Bereich) 
R/S 
ratio in 
FR1-3 
verkrüp-
pelte 
Sequenzen 
Anzahl 
Klone 
Zellen pro 
Klon 
CD30
+
 GC-B-Zellen      
1 3  23/23 (100) 5,6 (0,7-11,8) 1,7 1/23 4 2-3 
2 3 23/23 (100) 8 (3,4-14,2) 1,9 1/23 0 0 
3 3 28/28 (100) 4,6 (1,4-9,8) 2,4 0/28 2 
2 und 3 (+1 
CD30
+
 
Nicht-GC-B- 
Zellen)
a
 
4 1, 3, 4 39/40 (98) 4,9 (0,7-17) 1,4 0/40 1 2 
CD30
+
 Nicht-GC-B-Zellen      
3 3 15/19 (79)  4,3 (1,0-9,2) 1,7 0/16
 
 1 1 (+3 CD30
+
 
GC- B-
Zellen)
a
 
4 1, 3, 4 36/39 (92) 5,2 (0,7-12,9) 1,4 0/39 2 2 
5 3 18/22 (82) 8.2 (1.7-20,3) 1,3 0/18 0 0 
6 3 6/18 (33) 2,9 (0,7-9,3) 1,8 1/11 0 0 
a
Ein Klon von Tonsille 3 umfasst drei Zellen innerhalb der CD30
+
 GC-B-Zellen und eine Zelle innerhalb der 
CD30
+
 Nicht-GC-B-Zellen. 
  
3.3.4 Validierung der Genexpressionsprofile durch qRT-PCR und 
Western Blot 
Im Rahmen der bioinformatischen Auswertungen der generierten Genexpressionsprofilen 
der CD30+ B-Zellen und verschiedener B-Zellpopulationen sind ausgewählte Vergleiche der 
Genexpression zwischen beiden CD30+ B-Zellpopulationen, zwischen CD30+ GC-B-Zellen 
und CD30- GC-B-Zellen, zwischen CD30+ Nicht-GC-B-Zellen und Gedächtnis-B-Zellen, 
sowie zwischen CD30+ Nicht-GC-B-Zellen und Plasmazellen durchgeführt worden, um Gene 
zu identifizieren und auszuwählen, die in den einzelnen Populationen unterschiedlich stark 
ausgeprägt werden. Diese Unterschiede sollten durch qRT-PCR- und Western Blot-Analysen 
mit sortierten Zellen validiert werden. Zu den ausgewählten Genen gehörte EBI2 (Epstein-
Barr virus-induced G-protein coupled receptor 2), das in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen 
3-fach höher exprimiert war als in den CD30+ GC-B-Zellen. EBI2 ist auch bekannt als 
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G-Protein-gekoppelter Rezeptor 183 (GPR183). EBI2 wird in Folge der B-Zell-Aktivierung 
durch BCR- oder CD40-Stimulation hochreguliert und während der GC-Reaktion wieder 
herunterreguliert. Zum Verlassen des GC und zum Wiedereintritt in die äußere Follikelzone, 
wird EBI2 wiederum hochreguliert. Somit stellt EBI2 einen wichtigen Faktor für die Bewegung 
und Lokalisierung der B-Zellen zwischen GC und äußerer Follikelzone dar (Pereira et al., 
2009). Auch PRDM1 (PR domain zinc finger protein 1) zeigte eine erhöhte Expression in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen. PRDM1 ist auch bekannt 
als BLIMP1 und ein entscheidender Faktor für die Differenzierung von GC-B-Zellen in 
Plasmazellen (Shaffer et al., 2002), was die Hochregulierung von PRDM1 in den 
Plasmazellen erklärt. Des Weiteren wurden die B-Zell-Differenzierungsmarker FOXP1 
(forkhead box P1) und BACH2 (BTB and CNC homolog 2) ausgewählt, deren Expression in 
den gewöhnlichen GC-B-Zellen 4-fach höher reguliert war als in den CD30+ GC-B-Zellen. 
FOXP1 ist ein wichtiger Marker in der frühen B-Zell-Entwicklung und BACH2 ein 
entscheidender Faktor für die Unterdrückung der Plasmazell-Differenzierung und begünstigt 
gleichzeitig den Prozess des Klassenwechsels im GC (Shaffer et al., 2002). Im Gegensatz 
dazu war MYC und CCL22 (chemokine (C-C motif) ligand 22) in den CD30+ GC-B-Zellen 
hochreguliert. Darüber hinaus zeigte CCL22 eine erhöhte Expression in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu Gedächtnis-B-Zellen und Plasmazellen. MYC ist 
ein Proliferationsmarker und wird im GC für die Rezirkulation der positiv selektionierten 
GC-B-Zellen zwischen heller und dunkler Zone, mit anschließender Durchführung einer 
neuen Runde von Proliferation, SHM und Affinitätsselektion benötigt (De Silva & Klein, 
2015). CCL22 ist auch bekannt als Macrophage-derived chemokine (MDC), und kann neben 
Makrophagen und dendritischen Zellen unter anderem auch von CD40- und IL-4 stimulierten 
B-Zellen produziert werden (Lin et al., 2003). CCL22 bindet an den Chemokinrezeptor CCR4 
welcher von TH2-Zellen und regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und spielt somit eine 
Rolle bei der Interaktion zwischen B- und T-Zellen (Imai et al., 1999; Iellem et al., 2001). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst die unterschiedlichen CD30+ und CD30-
B-Zellpopulationen aus sechs verschiedenen Tonsillen sortiert. Nach erfolgreicher 
RNA-Isolierung und cDNA-Synthese folgte die Messung des mRNA-Expressionlevels der 
ausgewählten Gene durch qRT-PCR. Dabei enthielten die Ansätze cDNA entsprechend der 
Menge von 500 Zellen und es wurden Triplikate gemessen. Von den drei Ansätzen wurde 
der Mittelwert bestimmt. Die erhaltenen Ct-Werte wurden direkt miteinander verglichen, da 
eine Normalisierung zu typischen Referenzgenen wie. z.B. GAPDH oder TBP nicht 
angewendet werden konnte, weil diese Gene unterschiedliche Expressionslevel im Vergleich 
der CD30+ B-Zellen zu den CD30- B-Zellen zeigten. Das kann wahrscheinlich dadurch erklärt 
werden, dass die MYC-Expression in den CD30+ B-Zellen einen starken Einfluss auf die 
allgemeine mRNA-Expression dieser Zellen hat (Lin et al., 2012; Nie et al., 2012). Um 
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dennoch eine Form der Normalisierung zu erreichen wurde sorgfältig darauf geachtet, dass 
von den unterschiedlichen Populationen gleiche Zellzahlen eingesetzt wurden. Da manche 
der Gene in einigen B-Zellpopulationen nicht oder nur kaum exprimiert wurden und der 
entsprechende Ct-Wert vom Analysegerät als „Undetermined“ bezeichnet wurde, wurde für 
diese Fälle der letzte gemessene Zyklus (40) als hypothetischer Ct-Wert angenommen (z.B. 
CCL22 in den Plasmazellen). Dadurch wurde die Hochregulation von einigen Genen 
theoretisch unterschätzt. 
Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigten eine signifikante Hochregulierung für PRDM1 in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen (siehe Abbildung 11), 
was die Analyse der Genexpressionsprofile bestätigt. Es wurde außerdem erwartet, dass die 
Plasmazellen von allen analysierten Zellproben am höchsten PRDM1 exprimieren, was die 
vorliegenden Daten sehr schön darstellen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass BACH2 
signifikant höher in den CD30- GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen, und 
MYC stärker in den CD30+ GC-B-Zellen verglichen mit den CD30- GC-B-Zellen ausgeprägt 
ist (siehe Abbildung 11). Auch die ermittelten Daten für CCL22 stimmen mit den Ergebnissen 
der Genexpressionsprofile überein. So konnte signifikant mehr CCL22 in den CD30+ GC-B-
Zellen als in den CD30- GC-B-Zellen gemessen werden und auch die CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen zeigen eine stärkere Ausprägung von CCL22 im Vergleich zu Gedächtnis-B-Zellen 
und Plasmazellen (siehe Abbildung 11). Die 3-fach höhere Ausprägung von EBI2 in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen, konnte mittels qRT-PCR 
nicht bestätigt werden. FOXP1 zeigte in den bioinformatischen Auswertungen der 
Genexpressionsprofile eine 4-fach höhere Ausprägung in den CD30- GC-B-Zellen im 
Vergleich zu den CD30+ GC B-Zellen. Anhand der ermittelten Ct-Werte konnte mittels 
qRT-PCR eine 3,5 fache höher Regulierung gemessen werden, die aber nicht signifikant 
(p-Wert = 0,052) war. Im Allgemeinen bestätigen die Ergebnisse der qRT-PCR die Resultate 
der Genexpressionsprofile, vor allem für die Gene PRDM1, BACH2, MYC und CCL22. 
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Abbildung 11: Vergleich der Genexpression verschiedener Gene in unterschiedlichen CD30
+
 und 
CD30
-
 B-Zellpopulationen 
Unterschiedliche CD30
+
 und CD30
-
 B-Zellpopulationen wurden aus sechs Tonsillen mittels MACS-Säulen 
und FACS isoliert und anschließend die mRNA-Expression verschiedener Gene in den unterschiedlichen 
B-Zellpopulationen durch qRT-PCR bestimmt. 
Für jedes Gen ist der Mittelwert von drei Ct-Werten pro Tonsille und B-Zellpopulation abgebildet. Dargestellt 
sind zusätzlich die Mittelwerte mit Standardabweichung je B-Zellpopulation. Die statistische Analyse der 
Ergebnisse wurde durch einen ungepaarten zweiseitigen T-Test durchgeführt. Statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen den Zellpopulationen sind dargestellt durch * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** 
p<0,0001, ns = nicht signifikant. Der p-Wert für FOXP1 zwischen den CD30
-
 GC-B-Zellen und den 
CD30
+
 GC-B-Zellen beträgt 0,0523 und ist somit nur knapp nicht signifikant. Der Vergleich der Ct-Werte 
zeigt in diesem Fall eine 3,5-fache höhere Ausprägung in den CD30
- 
GC-B-Zellen. 
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Um die in den Genexpressionsdaten und qRT-PCRs identifizierte erhöhte Expression von 
MYC in den CD30+ GC-B-Zellen im Vergleich zu den herkömmlichen GC-B-Zellen auf 
Proteinebene zu bestätigen, wurde ein Western Blot durchgeführt. Dazu wurde je 
Zellpopulation die Proteinmenge von 2,5x105 sortierten Zellen eingesetzt. Zu den Proben der 
CD30- GC-B-Zellen, CD30- Gedächtnis-B-Zellen und CD30+ B-Zellen (GC- und Nicht-GC-B-
Zellen) wurde als Positivkontrolle die cHL-Zelllinie L-428 mit analysiert. Zusätzlich zu MYC 
wurde das Referenzgen VCP analysiert. 
 
 
 
Abbildung 12: MYC-Expression in CD30
+
 B-Zellen 
CD30
-
 GC- und Gedächtnis-B-Zellen, sowie CD30
+
 B-Zellen wurden aus tonsillärem Gewebe isoliert und 
deren MYC-Proteinexpression mittels Western Blot analysiert. Die CD30
+
 B-Zellen, sowie die cHL-Zelllinie 
L-428 zeigen eine deutliche Proteinexpression von MYC. Im Gegensatz dazu ist in den CD30
-
 GC-B-Zellen 
und in den CD30
-
 Gedächtnis-B-Zellen keine Expression von MYC nachweisbar.  
 
Das Ergebnis der Western Blot-Analyse zeigt eine deutliche MYC-Proteinexpression der 
CD30+ B-Zellen im Vergleich zu den beiden anderen B-Zellpopulationen und korreliert 
folglich sehr gut mit der erhöhten mRNA-Ausprägung der Genexpressionsdaten und den 
Ergebnissen der qRT-PCRs (siehe Abbildung 12). Analog zu den qRT-PCR-Analysen 
zeigten die MYC-positiven Zellen eine erhöhte Expression des Referenzgens VCP bei 
gleicher eingesetzter Zellmenge. Die stärkere Proteinexpression von VCP in den CD30+ 
B-Zellen im Vergleich zu den CD30- B-Zellen wird wahrscheinlich durch MYC induziert (Lin et 
al., 2012; Nie et al., 2012). 
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4 Diskussion 
4.1 Suche nach CD58-Mutationen in den HRS-Zellen des cHL 
CD58 ist ein Adhäsionsmolekül, das auf einer Vielzahl hämatopoetischer Zellen, aber auch 
auf malignen Zellen, wie z.B. den HRS-Zellen des cHL, ausgeprägt wird. Auf den 
HRS-Zellen ist es unter anderem bedeutend für die Bindung rosettierender T-Zellen 
(Sanders et al., 1988; Fromm et al., 2006). Erst kürzlich wurde die Inaktivierung von CD58 
als Strategie der Immunevasion in Zellen des DLBCLs und einiger T-Zell-Lymphome 
beschrieben (Challa-Malladi et al., 2011; Palomero et al., 2014). Es wurde gezeigt, dass der 
Verlust von CD58 dazu beiträgt, dass die Zellen schlechter von NK-Zellen erkannt werden 
und somit die Zytolyse durch NK-Zellen vermindert ist (Challa-Malladi et al., 2011). 
Auch die HRS-Zellen des cHL haben verschiedene Mechanismen entwickelt ihr Mikromilieu 
so zu manipulieren, dass sie Angriffe des Immunsystems ausweichen können. Durch die 
Ausschüttung von Chemokinen werden regulatorische T-Zellen von den HRS-Zellen 
angelockt, die zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen durch die Freisetzung von 
immunsupprimierenden Faktoren, wie z.B. IL-10 und TGF-ß, inhibieren (Kadin et al., 1990; 
Herbst et al., 1996; Skinnider & Mak, 2002). Auch der Verlust von MHC-I-Molekülen durch 
inaktivierende Mutationen des B2M-Gens wurde kürzlich als Mechanismus der 
Immunevasion von HRS-Zellen beschrieben (Reichel et al., 2015). Eine weitere Strategie der 
HRS-Zellen ist die Ausprägung von CD95- und PD1-Liganden, die in den zytotoxischen 
T-Zellen Apoptose einleiten oder deren Aktivität hemmen (Verbeke et al., 2001; Yamamoto 
et al., 2008). Diese und weitere Mechanismen verdeutlichen die bedeutende Rolle der 
Immunevasion in der Pathogenese des cHL (Steidl et al., 2011) und lassen vermuten, dass 
noch weitere Faktoren daran beteiligt sind. 
4.1.1 Analyse von CD58 in HL-Zelllinien 
In früheren Studien wurden für das Gen CD58 mittels Microarray-basierten komparativen 
genomische Hybridisierungen (Array-CGH) mit vier cHL-Zelllinien eine homozygote Deletion 
in der KM-H2 und mittels Exom-Sequenzierung von sieben cHL-Zelllinien Mutationen in zwei 
der HL-Zelllinien (KM-H2 und DEV) identifiziert (Giefing et al., 2008; Liu et al., 2014). Im 
Rahmen eines Kooperationsprojektes identifizierten unsere Kollegen in Kiel in drei von 
sieben analysierten cHL-Zelllinien Mutationen im CD58-Gen, die anschließend von Ihnen 
validiert und spezifiziert wurden. Dabei handelte es sich um homozygote Deletionen von 
Exon 1-3 in der Zelllinie SUP-HD1, von Exon 2 und Teilen von Intron 2 in der Zelllinie U-HO1 
und einer Deletion, die zu einer 5‘ Spleiß-Mutation von Intron 3 führt, in der Zelllinie KM-H2. 
Im Gegensatz dazu wurde in der Arbeit von Liu und Kollegen die in diesem Projekt 
identifizierte homozygote Deletion in der Zelllinie SUP-HD1 nicht entdeckt und die Zelllinie 
                                                                                                                                                              DISKUSSION 
77 
U-HO1 wurde in deren Analyse nicht einbezogen (Liu et al., 2014). Zu den sieben in Kiel 
analysierten Zelllinien gehörten unter andern auch die CD58-unmutierten cHL-Zelllinien 
L1236 und L428, für die auch in einer kürzlich erschienenen Studie mit Exom-Sequenzierung 
keine Mutationen identifiziert werden konnten (Reichel et al., 2015). Die als Bestandteil 
dieser Arbeit durchgeführten Mutationsanalysen von CD58 in den cHL-Zelllinien SUP-HD1, 
U-HO1 und KM-H2 bestätigten die gefundenen Deletionen unserer Kooperationspartner in 
Kiel. Anschließend wurden die cHL-Zelllinien einschließlich der L-1236, die unmutiert für 
CD58 ist, für Analysen zur Proteinexpression von CD58 verwendet. Durch 
Oberflächenfärbungen von CD58 konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Deletionen in 
den cHL-Zelllinien SUP-HD1, U-HO1 und KM-H2 zu einem Verlust der Proteinausprägung 
von CD58 führen und ergänzend somit gut die Ergebnisse der RNA-Analysen unserer 
Kooperationspartner in Kiel. Im Gegensatz dazu exprimierte die cHL-Zelllinie L-1236 
CD58-Protein auf ihrer Oberfläche, wie es in einer vorherigen Studie bereits gezeigt wurde 
(Fromm et al., 2006). 
4.1.2 Mutationsanalyse von CD58 in primären cHL-Fällen 
Der Befund von destruktiven Deletionen im CD58-Gen der HL-Zelllinien SUP-HD1, U-HO1 
und KM-H2 ließ vermuten, dass auch in primären Fällen des cHLs genetische Läsionen 
dieses Gens auftreten. Deshalb wurde eine Mutationsanalyse von CD58 in 10 primären 
cHL-Fällen durchgeführt, jedoch konnten im Gegensatz zu den cHL-Zelllinien keine 
Mutationen gefunden werden. Die zuerst identifizierten Einzel-Nukleotidaustauschmutationen 
in den WGA-Proben, konnten mit analysierten Zweizellproben nicht bestätigt werden. 
Ursprünglich sollte die WGA eingesetzt werden, um Mutationsanalysen der HRS-Zellen zu 
erleichtern. Die Idee war, dass man die im Tumorgewebe nur seltenvorkommenden 
HRS-Zellen einmal mittels Mikrodissektion isoliert und durch Verwendung der WGA deren 
DNA vervielfältigt, um so genug Material für die Mutationsanalyse verschiedener Gene zur 
Verfügung zu haben, ohne immer wieder Zeit in die Mikrodissektion investieren zu müssen, 
und zusätzlich Gewebe zu sparen. In diesem Sinne wurden Mutationsanalysen für 
verschiedene Gene, unter anderem CD58 und die Analysen des Kombinationslymphoms, mit 
den WGA-Produkten der entsprechenden Zellen durchgeführt. Gefundene Mutationen sollten 
anschließend mit mikrodissektierten Ein- oder Zweizellproben bestätigt werden. Bei diesen 
Analysen zeigten sich sehr schlechte Bestätigungsraten der in den WGA-identifizierten 
Mutationen. Aufgrund des verminderten Vertrauens in die verlässliche Repräsentation des 
Genoms der HRS-Zellen durch das WGA-Produkt wurden die Mutationsanalysen teilweise 
mit Ein- und Zweizellproben erneut durchgeführt. Neben der Generierung von falsch-
positiven Mutationen durch die WGA könnte die Mutationsanalyse auch in falsch-negativen 
Ergebnissen resultieren. So wäre es denkbar, dass Kontaminationen von einzelnen Nicht-
Tumorzellen ausreichen, um größere Deletionen in den Tumorzellen zu überlagern oder 
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homozygote Mutationen der Tumorzellen dadurch heterozygot erscheinen zu lassen. Ein 
weiteres Problem bei der WGA ist, dass ein Allel bevorzugt amplifiziert werden kann, 
wodurch falsche Ergebnisse generiert werden können. Dies sollte durch die Verwendung von 
größeren Zellmengen als Ausgangsprodukt verhindert werden. Zusätzlich ist es denkbar, 
dass Unterschiede zwischen den WGA-Produkten und den mikrodissektierten Zellen 
dadurch zustande kommen, dass Mutationen subklonal auftreten. So wäre möglich, dass 
eine in den WGA-Produkten-gefundene Mutation nicht bestätigt werden kann, weil die zur 
Validierung mikrodissektierten Zellen einem anderen Subklon entstammen und somit die 
Mutation gar nicht besitzen. Leider konnte nicht geklärt werden, wodurch die falsch-positiven 
Mutationen in den WGA-Proben der beiden in dieser Arbeit analysierten primären cHL-Fälle 
entstanden sind. Im Allgemeinen weist die in dieser Arbeit verwendete Methode der WGA 
durch Verwendung einer Polymerase mit Korrekturlesefunktion eine sehr geringe 
Fehlerquote auf und ist im Vergleich zu anderen Methoden am besten für Mutationsanalysen 
geeignet (de Bourcy et al., 2014). Um die Qualität der WGA-Produkte zu verbessern, wurde 
in aktuelleren Projekten 2000-3000, im Gegensatz zu 200 HRS-Zellen, als Startmaterial für 
die WGA eingesetzt. Zusätzlich erfolgte die Denaturierung der DNA nicht mehr durch Hitze 
sondern durch Inkubation in alkalischen Puffern, da gezeigt wurde, dass dies schonender für 
die DNA ist und zu einer besseren Amplifizierung des Genoms führt (Dean et al., 2002).  
Für einige Exons musste die PCR mit mikrodissektierten Zweizellproben mehrmals 
wiederholt werden, um am Ende vier bis sieben PCR-Produkte zu erhalten. In einem bzw. 
zwei Exons zweier Fälle war es trotz dieser Bemühung nicht möglich mehr als drei 
Amplifikate zu erzeugen. Für die teilweise schlechteren PCR-Effizienzen einiger Exons der 
unterschiedlichen cHL-Fälle können viele verschiedene Faktoren verantwortlich sein, die 
jedoch rein spekulativ sind. So kann grundsätzlich die DNA-Qualität der einzelnen Fälle sehr 
unterschiedlich sein, was vielleicht mit nicht ganz optimalen Primer- und PCR-Bedingungen 
zu unterschiedlichen Ergebnissen führt. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die Primer-
Bindestellen in einzelnen Fällen mutiert sind, wodurch die PCR-Effizienz beeinflusst werden 
könnte. 
Die negativen Ergebnisse der CD58-Mutationsanalyse in den 10 untersuchten primären 
cHL-Fällen, schließen jedoch nicht zwangsläufig aus, dass es CD58-Mutationen in primären 
Fällen des cHL gibt. Bisherige genetische Analysen der HRS-Zellen zeigten, dass viele 
verschiedene Gene in geringer Frequenz mutiert sind. So sind z.B. die Gene NFBIA, 
NFKBIE und PTPN1 in nur 15-20% der primären cHL-Fälle mutiert (Emmerich et al., 2003; 
Lake et al., 2009; Gunawardana et al., 2014). Daher ist nicht auszuschließen, dass bei einer 
Untersuchung mit geringen Fallzahlen, wie in dieser Studie mit nur 10 primären Fällen, durch 
Zufall nur unmutierte Fälle analysiert werden. Es ist also möglich, dass bei einer 
Untersuchung weiterer primärer Fälle Mutationen im CD58-Gen gefunden werden. Im 
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Allgemeinen zeigten frühere Studien, dass die meisten mutierten Gene, wie z.B. TNFAIP3, 
PTPN1 oder NFKBIA, im cHL zunächst in HL-Zelllinien identifiziert wurden und anschließend 
in primären Fällen bestätigt wurden (Cabannes et al., 1999; Schmitz et al., 2009; 
Gunawardana et al., 2014). 
Dass genetische Läsionen von CD58 in primären Fällen vorkommen, zeigen die gefunden 
heterozygoten Deletionen in drei cHL-Fälle, die mittels FICTION-Analysen unserer 
Kooperationspartner in Kiel identifiziert wurden. Zusätzlich wurden in einer kürzlich 
veröffentlichten Studie mittels Exom-Sequenzierung von FACS-sortierten HRS-Zellen in zwei 
von 10 primären Fällen Hinweise auf CD58-Deletionen gefunden (Reichel et al., 2015). 
Diese wurden aber bisher nicht validiert. Unter diesem Gesichtspunkt ist die PCR-Methode 
zur Mutationsanalyse, die in dieser Studie angewendet wurde, kritisch zu betrachten, da 
bestimmte Deletionen leicht übersehen werden können. So könnte z.B. bei einer 
heterozygoten Deletion, die sowohl Teile eines Exons und Introns betrifft, eine Primer-
Bindestelle verloren gehen, wodurch das betroffene Allel in der PCR nicht amplifiziert werden 
könnte und so nur das Wildtyp-Allel analysiert werden würde. Dadurch würde die Mutation 
mit dieser PCR-Methode nicht erkannt werden. Zusätzlich wurden weitere Möglichkeiten zur 
Inaktivierung von CD58 in dieser Studie nicht untersucht. So könnten epigenetischen 
Mechanismen, wie z.B. die Methylierung des Promotors von CD58, oder post-
transkriptionelle Regulierungen der mRNA von CD58, wie z.B. durch die Expression von 
miRNAs, die Ausprägung von CD58 beeinflussen. 
Dass CD58-Mutationen in cHL-Zelllinien häufiger vorkommen als in den primären Fällen, 
könnte darin begründet sein, dass CD58 in der Interaktion der primären HRS-Zellen mit dem 
Mikromilieu des Tumorgewebes eine wichtige Rolle spielt, die in den cHL-Zelllinien nicht 
mehr gegeben ist. So wurde gezeigt, dass CD58 für die Bindung von rosettierenden T-Zellen 
an die HRS-Zellen von Bedeutung ist (Fromm et al., 2006). Zusätzlich wurden die 
cHL-Zelllinien von HRS-Zellen von Patienten in späten Stadien der Erkrankung etabliert. 
Daher waren die HRS-Zellen nicht mehr auf ihr Vorkommen im Lymphknoten begrenzt, 
sondern traten auch im peripherem Blut und Pleuralergüssen auf. In dieser Umgebung 
könnte der Verlust der CD58-Expression und die damit verbundene bessere Immunevasion 
von Vorteil für das Überleben der HRS-Zellen sein, da der Schutz des der HRS-Zellen-
umgebenen Mikromilieus, wie z.B. durch regulatorische T-Zellen, nicht mehr gegeben ist. Es 
wäre allerdings auch denkbar, dass die höhere Mutationsfrequenz für CD58 in den 
cHL-Zelllinien im Vergleich zu primären Fällen Therapie-induziert ist.  
Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse zusammen mit den 
FICTION-Analysen unserer Kooperationspartner, dass destruktive Mutationen im CD58-Gen 
in cHL-Zelllinien und auch in geringerem Ausmaß in primären cHL-Fällen auftreten und eine 
weitere Strategie zur Immunevasion der HRS-Zellen im cHL darstellen könnten. 
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4.2 Transformierende Ereignisse in einem klonal verwandten 
Kombinationslymphom bestehend aus einem cHL und MCL 
Studien mit Kombinationslymphomen bestehend aus einem cHL und NHL oder zwei NHLs 
bieten die einmalige Möglichkeit, Einblicke in die Mehrschritt-Pathogenese der 
Lymphomentstehung zu erhalten. Die Kombination aus einem cHL und einem MCL ist dabei 
sehr selten, so dass bisher nur vier solcher Fälle molekular beschrieben wurden (Caleo et 
al., 2003; Tinguely et al., 2003; Hayes et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem 
Kooperationsprojekt ein Kombinationslymphom, bestehend aus einem cHL und MCL, 
bezüglich seiner Klonalität und auf transformierende Ereignisse hin untersucht. Ursprünglich 
wurde angenommen, dass MCL-Zellen von naiven CD5+IgM+ Prä-GC-B-Zellen abstammen, 
allerdings zeigten neuere Studien, dass bis zu 40% der MCL-Fälle somatisch mutierte 
IgV-Gene besitzen (Perez-Galan et al., 2011). Dies könnte darauf hinweisen, dass in diesen 
Fällen die MCL-Zellen von Post-GC-B-Zellen abstammen, obwohl es auch Diskussionen 
darüber gibt, dass auch ein kleiner Teil der IgM+ B-Zellen den Prozess der SHM außerhalb 
des GC erfahren haben könnte (Weill et al., 2009). Die durchgeführte IgV-Genanalyse von 
mikrodissektierten HRS- und MCL-Zellen des hier untersuchten Kombinationslymphoms 
zeigten in beiden Zelltypen die gleiche IgV-Genumlagerung mit identischen somatischen 
Mutationen. In der Analyse zeigten die HRS-Zellen im Vergleich zu den MCL-Zellen eine 
wesentlich schlechte PCR-Effizienz von ca. 26% zu ca. 70%. Allerdings ist dabei zu 
beachten, dass von den HRS-Zellen Zweizellproben und von den MCL-Zellen 10-Zellproben 
in die PCR eingesetzt wurden, wodurch sich die höheren PCR-Effizienzen mit den 
MCL-Zellen erklären lassen. Im Allgemeinen ist die PCR langjährig etabliert und wurde 
bereits in zahlreichen Studien angewendet (Küppers et al., 1993; Bräuninger et al., 1999; 
Tinguely et al., 2003; Seifert et al., 2009; Müller et al., 2010; Küppers et al., 2013). In diesen 
wurde eine PCR-Effizienz von ungefähr 24-50% mit einzelnen Zellen erreicht, wodurch die 
Effizienz der PCR von 26% mit den Zweizellproben der HRS-Zellen relativ gering erscheint 
(Küppers et al., 1993; Bräuninger et al., 1999). Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass nur 
ein Teil des relativ großen Zellkerns der HRS-Zellen bei der Anfertigung der Gewebeschnitte 
zur Mikrodissektion angeschnitten wurde und dass ein weiterer Teil des Zellkerns während 
der Mikrodissektion abgetrennt oder durch den Laser zerstört wurde. Dadurch fehlten Teile 
des Genoms der Zelle und es stand für die nachfolgende PCR weniger oder gar kein 
template zur Verfügung. In zwei Studien von Bräuninger und Kollegen, in den Einzellproben 
von HRS-Zellen verwendet wurden, zeigten verschiedene Fälle unterschiedliche 
PCR-Effizienzen (Bräuninger et al., 1999; Bräuninger et al., 2003), wodurch in Kombination 
mit dem in dieser Arbeit analysierten Fall anzunehmen ist, dass auch die DNA-Qualität der 
einzelnen Fälle einen Einfluss auf die Effizienz der PCR hat. Eine weitere Möglichkeit wäre, 
dass die HRS-Zellen in den verschiedenen Fällen unterschiedliche Größen aufwiesen und 
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dies mit dem Erfolg der PCR korreliert. Die MCL-Zellen des hier analysierten 
Kombinationslymphoms zeigten mutierte IgV-Gene mit einem zu den HRS-Zellen 
identischen Mutationsmuster. Das deutet daraufhin, dass die gemeinsame Vorläuferzelle des 
Kombinationslymphoms die GC-Reaktion durchlaufen hat und somit beide Lymphome von 
einer gemeinsamen (Post)-GC-B-Zelle abstammen. 
Da für das cHL gezeigt werden konnte, dass es von GC-B-Zellen abstammt (Küppers et al., 
1993) und weil in diesem klonal verwandten Kombinationslymphom die HRS- und 
MCL-Zellen identische somatische Mutationen in den IgV-Genen aufweisen, belegen die 
Ergebnisse dieser Arbeit für die MCL-Zellen einen Ursprung in (Post-)GC-B-Zellen. Im 
Gegensatz dazu waren die MCL-Zellen des Kombinationslymphoms in der Studie von 
Tinguely und Kollegen in ihren IgV-Genen unmutiert und die HRS-Zellen leicht mutiert. Dies 
spricht dafür, dass sich in diesem Fall die Aufteilung in zwei unterschiedliche Lymphome 
vermutlich bereits in einer Prä-GC-B-Zelle oder einem sehr frühem Stadium der GC-Reaktion 
ereignete (Tinguely et al., 2003). In den anderen drei Kombinationen aus cHL und MCL 
wurden keine Details über somatische Mutationen in den IgV-Genen beschrieben (Caleo et 
al., 2003; Hayes et al., 2006). Somit stellt das in dieser Arbeit analysierte 
Kombinationslymphom ein erstes Beispiel dafür dar, dass eine Kombination aus cHL und 
MCL sich aus einer gemeinsamen (Post-)GC-B-Zelle entwickelten und beweist darüber 
hinaus den Ursprung eines IgV-Gen-mutierten MCLs aus einer (Post-)GC-B-Zelle.  
Weil bisher nur wenige Informationen über gemeinsame und unterschiedliche genetische 
Läsionen in Kombinationslymphomen bekannt sind (Schmitz et al., 2005), wurde im Rahmen 
dieser Arbeit nach transformierenden Ereignissen in dem Kombinationslymphom gesucht. Es 
wurden Mutationsanalysen für häufig mutierte Gene im cHL, nämlich TNFAIP3, NFKBIA und 
SOCS1, sowie häufig mutierte Gene im MCL, d.h. NOTCH1 und TP53, durchgeführt. Obwohl 
Mutationen des TNFAIP3-Gens (40% der Fälle), des NFKBIA-Gens (20% der Fälle) und des 
SOCS1-Gens (40-50% der Fälle) im cHL beschrieben wurden (Jungnickel et al., 2000; 
Weniger et al., 2006; Lake et al., 2009; Schmitz et al., 2009), konnten in diesem 
Kombinationslymphom keine Mutationen in diesen Genen gefunden werden. Auch für 
NOTCH1, das regelmäßig im MCL mutiert ist (Kridel et al., 2012), konnte keine Mutation 
nachgewiesen werden. Allerdings handelte es sich bei der Auswahl dieser Gene auch nur 
um einen kleinen Anteil möglicher Tumorsuppressorgene oder Onkogene, die Einfluss auf 
die Lymphomentstehung haben könnten. Demzufolge ist anzunehmen, dass in diesem Fall 
andere genetische Läsionen, die nicht entdeckt wurden, für die Entwicklung der beiden 
unterschiedlichen Lymphome verantwortlich sind. Eine gute Möglichkeit, um weitere 
Mutationen des Kombinationslymphoms zu identifizieren, wären daher Next Generation 
Sequencing-Analysen durchzuführen, wie sie kürzlich für separat auftretende HL und MCL 
durchgeführt wurden (Bea et al., 2013; Reichel et al., 2015). Bei Next Generation 
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Sequencing-Analysen eines Kombinationslymphoms könnte man einen Großteil der 
gemeinsamen und unterschiedlichen Mutationen zwischen beiden Lymphomen identifizieren 
und würde somit ein vollständigeres Bild über die Mehrschritt-Pathogenese der einzelnen 
Lymphome und des Kombinationslymphomen erhalten. 
In der Pathogenese des MCL spielen inaktivierende Mutationen von TP53, die oftmals mit 
17p-Deletionen assoziiert sind, eine wichtige Rolle (Greiner et al., 1996). Dagegen sind für 
das cHL TP53-Mutationen nicht typisch, konnten aber in seltenen Fällen nachgewiesen 
werden (Montesinos-Rongen et al., 1999; Maggio et al., 2001; Feuerborn et al., 2006). Somit 
stellte TP53 ein weiteres interessantes Gen für die Suche nach transformierenden 
Ereignissen in diesem Kombinationslymphom dar. Mit Hilfe von PCR-Mutationsanalysen 
wurde in beiden Lymphomen eine somatische Austauschmutation in Exon 5 gefunden, die in 
einen Aminosäureaustausch an Position 163 des TP53-Proteins resultiert. Die pathogene 
Bedeutung dieser Mutation wird dadurch unterstützt, dass sie auch in weiteren 
Tumorentitäten gefunden und als Keimbahnmutation in einigen Patienten mit 
Li-Fraumeni-Syndrom beschrieben wurde (IARC TP53 database, http://p53.iarc.fr/).  
Zusätzlich zu dieser Punktmutation identifizierten unsere Kooperationspartner durch 
FISH-Analysen eine klonale heterozygote TP53-Deletion in den HRS- und MCL-Zellen. 
Durch die Deletion eines Allels und die hemizygote Mutation des übriggebliebenen Allels 
ergibt sich für das MCL eine Inaktivierung von TP53 auf beiden Allelen. Für die 
hyperdiploiden HRS-Zellen ist die Interpretation der Mutationsanalyse komplexer, denn 
neben der Deletion eines TP53-Allels und der Punktmutation auf einem zweiten Allel wurde 
zusätzlich noch ein Wildtyp-Allel für TP53 gefunden. Da in den Tumorzellen beider 
Lymphome exakt die gleiche Mutation im TP53-Gen gefunden wurde, ist es wahrscheinlich, 
dass es sich bei der TP53-Mutation um ein frühes transformierendes Ereignis handelte, 
welches bereits in der gemeinsamen Vorläuferzelle des Kombinationslymphoms entstanden 
ist. Allerdings kann der Zeitpunkt der Entstehung der TP53-Mutation nicht geklärt werden. 
Die TP53-Mutation kann bereits vor, während oder nach der GC-Reaktion entstanden sein. 
Während der folgenden Entwicklung in MCL und cHL, kam es in den HRS-Zellen zu einer 
zufälligen Verdopplung des Wildtyp TP53-Allels und in einem weiteren Schritt der 
Pathogenese des HL zu einer Deletion von einem der beiden Wildtyp-Allele. Für die 
Entstehung des Kombinationslymphoms bedeuten die Ergebnisse der FISH- und 
Mutationsanalyse von TP53, dass es sich bei der TP53-Punktmutation um ein gemeinsames 
transformierendes Ereignis handelt und dass die Deletion eines der TP53-Allele zu einem 
späteren Zeitpunkt unabhängig voneinander im cHL und MCL stattgefunden hat. Eine 
Mutation im TP53-Gen wurde bereits in einem anderen analysierten Kombinationslymphom 
bestehend aus einem cHL und DLBCL beschrieben. Allerdings wurde die Mutation nur in den 
Zellen des DLBCL nachgewiesen und nicht in den HRS-Zellen (Schmitz et al., 2005). Die 
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TP53-Mutation stellte somit ein spätes transformierendes Ereignis in der 
Lymphomentwicklung dar und nicht wie in dem hier beschriebenen Kombinationslymphom 
eine frühe Läsion in der gemeinsamen Lymphom-Vorläuferzelle, aus der sich später das cHL 
und MCL entwickelten. 
Die Sequenzauswertungen der HRS-Zellen, zeigten nicht für alle analysierten Proben 
Sequenzen mit dem Wildtyp- und dem mutierten Allel, sondern auch Sequenzen die nur das 
Wildtyp- oder das mutierte Allel zeigten. Es ist möglich, dass durch die große Größe der 
HRS-Zellen bei der Anfertigung der Gewebeschnitte und anschließender Mikrodissektion nur 
Teile des Zellkernes isoliert wurden und dadurch nicht immer alle Allele von TP53 als 
template für die PCR zur Verfügung standen, so dass diese nur unvollständig nachgewiesen 
wurden. Die einzelne Wildtyp- und heterozygot mutierte Sequenz in den MCL-Zellen und die 
beiden mutierten Sequenzen in den CD3+ T-Zellen, wurden als Ausreißer bewertet und sind 
höchstwahrscheinlich durch Kontaminationen während der Mikrodissektion zustande 
gekommen. Da die MCL-Zellen sehr dicht beieinander lagen, die Färbung für Cyclin D1 sehr 
stark war und die Zehnzellproben teilweise in Arealen gepickt worden waren, wurden evtl. 
auch falsch positive Zellen mit isoliert. Bei der Mikrodissektion der CD3+ T-Zellen ist es 
denkbar, dass eine benachbarte Tumorzelle mit isoliert wurde. 
Interessanterweise zeigten die FISH- und immunhistochemischen Analysen unserer 
Kooperationspartner ergänzend zu den in dieser Arbeit vorgestellten Daten eine identische 
CCND1/IgH-Translokation und die Ausprägung von Cyclin D1 und OCT2 in beiden 
Lymphomen. Die IgH-assoziierte Translokation von CCND1 ist ein charakteristisches 
Merkmal für das MCL und führt zu einer konstitutiven Expression von Cyclin D1 (Jares & 
Campo, 2008). Cyclin D1 gerät dabei unter die Kontrolle regulatorischer transkriptioneller 
Elemente des Ig-Locus und wird somit konstitutiv ausgeprägt, was vermutlich zur 
Pathogenese beiträgt. Die Translokation tritt vermutlich während einer fehlerhaften 
VDJ-Genumlagerung in der frühen B-Zellentwicklung auf, was aufgrund der Nähe des 
Translokationsbruchpunktes zum JH-Gensegment und der eingefügten N-Nukleotide 
anzunehmen ist. Es stellt somit ein sehr frühes transformierendes Ereignis dar. Die 
CCND1/IgH-Translokation wurde bereits in einem Kombinationslymphom, bestehend aus 
cHL und MCL, als frühes gemeinsames transformierendes Ereignis beschrieben (Tinguely et 
al., 2003; Schmitz et al., 2005). Allerdings wurde in diesem Fall das Protein Cyclin D1 nur 
von den MCL-Zellen ausgeprägt und nicht von den HRS-Zellen. Dies passt gut damit 
überein, dass im Allgemeinen das Ig-Gen in einem Teil der cHL-Fälle durch den Einfluss 
epigenetischer Mechanismen stillgelegt wird (Ushmorov et al., 2004). Somit würde man in 
den HRS-Zellen keine Cyclin D1-Expression des CCND1-Gens, welches in die Ig-assoziierte 
Translokationen involviert ist, erwarten. Im Gegensatz dazu zeigt die Ausprägung von 
Cyclin D1 in den MCL- und HRS-Zellen in diesem Fall, dass das IgH-Allel, welches an der 
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Translokation mit CCND1 beteiligt ist, in den HRS-Zellen nicht stillgelegt ist. Dies lässt 
vermuten, dass die aberrante Expression von Cyclin D1 nicht nur in der gemeinsamen 
Vorläuferzelle als Onkogen fungierte, sondern auch im vollständigen HRS-Klon. Somit zeigt 
dieses Kombinationslymphom zum ersten Mal im cHL die konsistente und klonale 
Proteinexpression eines Onkogens, das an den normalerweise in HRS-Zellen stillgelegten 
IgH-Locus transloziert worden ist, in den HRS-Zellen. 
Das in dieser Arbeit untersuchte Kombinationslymphom ist das erste, in dem zwei 
genetische Läsionen, die CCND1/IgH-Translokation und die TP53-Punktmutation, gezeigt 
wurden, die bereits in der gemeinsamen Lymphom-Vorläuferzelle entstanden sind, noch 
bevor sich daraus beide Lymphomtypen entwickelten. Dabei ist nicht ganz klar, ob die 
Aufteilung in die beiden Lymphome bereits im GC- oder im Post-GC-Stadium der 
gemeinsamen Lymphom-Vorläuferzelle stattgefunden hat. Allerdings spricht die Tatsache, 
dass beide Lymphomarten identische Mutationen in ihren umgelagerten IgV-Genen besitzen 
dafür, dass die Aufteilung erst nach Beenden der GC-Reaktion in einem Post-GC-B-Zell-
Stadium stattgefunden hat. Hätte sich die gemeinsame Lymphom-Vorläuferzelle während 
der Aufteilung der beiden Lymphome im GC befunden, wäre der Prozess der SHM noch 
aktiv gewesen und man würde in den HRS- und MCL-Zellen zusätzlich noch 
unterschiedliche Mutationen ihrer umgelagerten IgV-Gene erwarten, wie es z.B. für 
Kombinationen aus cHL und follikuläres Lymphom oder DLBCL gezeigt wurde (Bräuninger et 
al., 1999; Küppers et al., 2001; Rosenquist et al., 2004a). Zusammenfassend lässt sich die 
Entstehung des untersuchten Kombinationslymphoms durch zwei mögliche Szenarien 
beschreiben (siehe Abbildung 13). Im ersten Szenario, entwickeln sich MCL und cHL aus 
einer gemeinsamen (Post-)GC-B-Zelle, die den Prozess der SHM abgeschlossen hat und 
bereits die CCND1/IGH-Translokation und die TP53-Mutation mit sich trägt. Durch weitere 
verschiedene transformierende Ereignisse, wie die unabhängig voneinander stattgefundene 
Deletion eines TP53-Allels, entwickeln sich im Anschluss die beiden unterschiedlichen 
Lymphome. Leider konnten weitere genetische Läsionen, die zur Pathogenese der einzelnen 
Lymphome beitragen, im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden. Ein zweites 
Szenario beschreibt die direkte Entstehung des HRS-Zellklons als Subklon der bereits 
entwickelten MCL-Zelle, die sowohl die CCND1/IGH-Translokation als auch die 
TP53-Mutation besitzt. Zusätzliche, für das cHL charakteristische transformierende 
Ereignisse einschließlich der TP53-Deletion führen anschließend zur Weiterentwicklung in 
ein cHL. Unabhängig davon führte im MCL eine TP53-Deletion auf dem zweiten Allel zur 
Inaktivierung von TP53. Auch in diesem Szenario würde man noch weitere in dieser Studie 
nicht identifizierte transformierende Ereignisse erwarten, die zur vollen Entwicklung der 
beiden unabhängigen Lymphome beigetragen haben.  
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Abbildung 13: Mögliche Szenarien für die Entwicklung des MCL und cHL in dem untersuchten 
Kombinationslymphom. Modifiziert nach (Schneider et al., 2014). 
In beiden Szenarien stellt die dargestellte CCND1/IGH-Translokation ein frühes transformierendes Ereignis 
der gemeinsamen Lymphom-Vorläuferzelle und somit in der Entwicklung dieses Kombinationslymphoms 
dar. Des Weiteren deutet das Auftreten von IgV-Genmutationen auf einen (Post)-GC-B-Zellursprung der 
Lymphom-Vorläuferzelle hin. Wann genau die TP53-Mutation aufgetreten ist, konnte nicht genau geklärt 
werden, allerdings steht fest, dass diese Punktmutation bereits vor der Aufteilung in HRS- und MCL-Zelle 
stattgefunden haben muss, da es sich um ein gemeinsames transformierendes Ereignis handelt. Im ersten 
Szenario (a) entwickeln sich MCL und HL aus einer gemeinsamen (Post-)GC-B-Zelle, die den Prozess der 
SHM abgeschlossen hat und bereits die CCND1/IGH-Translokation und die TP53-Mutation mit sich trägt. 
Die beiden Lymphome entwickeln sich dann durch weitere transformierende Ereignisse, u.a. die 
unabhängig voneinander stattgefundene Deletion eines TP53-Allels. Im zweiten Szenario (b) entwickelt sich 
der HRS-Zellklons als Subklon aus einer bereits entwickelten MCL-Zelle mit Post-GC-B-Zellursprung, die 
sowohl die CCND1/IGH-Translokation als auch die TP53-Mutation aufweist oder besitzt.  
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Da bei dem Patient vor der Entstehung des Kombinationslymphoms ein MCL aufgetreten ist, 
es eine hohe genetische Ähnlichkeit zwischen dem MCL und HL gibt und die MCL-typischen 
Expressionen von Cyclin D1, Sox11 und OCT2, die untypisch sind für HRS-Zellen, auch in 
den HRS-Zellen nachgewiesen wurden, erscheint das zweite Szenario für die Entwicklung 
dieses Kombinationslymphoms etwas wahrscheinlicher zu sein.  
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das MCL und das HL in diesem 
Kombinationslymphom eng miteinander verwandt sind und sich identische 
IgV-Genumlagerungen mit gleichen somatischen Mutationen sowie mindestens zwei 
transformierende Ereignisse teilen. Die vorliegende Studie unterstützt somit die Annahme, 
dass sowohl frühe gemeinsame, als auch separate transformierende Ereignisse für die 
schrittweise Entstehung eines Kombinationslymphoms von Bedeutung sind. Wobei neben 
der TP53-Deletion leider keine weiteren separaten genetischen Läsionen, die zu einem cHL 
oder einem MCL führen, gefunden wurden. 
4.3 Charakterisierung von humanen CD30+ B-Zellen 
Der CD30-Rezeptor gehört zur Familie der TNF-Rezeptoren und wird u.a. konstant auf 
Tumorzellen des cHL, des ALCL und auf einem Teil der DLBCL-Fälle ausgeprägt (Stein et 
al., 1985; Hu et al., 2013; Sotomayor et al., 2014). Auf nicht-neoplastischen Zellen wird er in 
lymphatischen Geweben auf einigen aktivierten B- und T-Zellen exprimiert. Nur wenige 
B-Zellen im GC und in extrafollikulären Regionen lymphatischer Organe zeigen eine 
Ausprägung von CD30 und bisher ist nur wenig über die Herkunft, Eigenschaften und 
Differenzierungsstand dieser Zellen bekannt. Um die seltenen CD30+ B-Zellen zu 
charakterisieren und zu untersuchen ob es eine Parallele zwischen den CD30+ B-Zellen und 
den CD30-exprimierenden HRS-Zellen des cHL gibt, wurden von einem ehemaligen 
Mitarbeiter Dr. Enrico Tiacci Genexpressionsprofile von CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen erstellt. Dabei wurden die Genexpressionsmuster der CD30+ B-Zellen mit denen von 
HRS-Zellen und weiteren B-Zellpopulationen verglichen und zeigten, dass sich die Proben 
der CD30+ B-Zellen deutlich in zwei eigenständige aber dennoch zusammen gruppierte 
B-Zellpopulationen anordnen und sich in der Ausprägung ihrer Gene von den anderen 
B-Zellpopulationen unterscheiden. Zusätzlich zeigten die Vergleiche, dass sie in ihrer 
Genexpression ähnlicher zu den HRS-Zellen sind als alle analysierten CD30- 
B-Zellpopulationen.  
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen ergänzen die Genexpressionsdaten 
der CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen und helfen dabei diese Zellpopulationen 
besser zu charakterisieren. Bisher war z.B. nicht bekannt, ob es sich bei den CD30+ 
Nicht-GC-B-Zellen um GC-unerfahrene B-Zellen (naive B-Zellen) oder GC-erfahrene 
(Gedächtnis-B-Zellen) handelt oder ob die CD30+ GC-B-Zellen eine normale GC-Reaktion 
durchlaufen. Die Analysen sollten außerdem zeigen, ob beide CD30+ B-Zellpopulationen 
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miteinander verwandt sind. Zusätzlich wurde nach Hinweisen gesucht, die zeigen, dass die 
CD30+ B-Zellen möglicherweise eine Vorläuferzelle der HRS-Zellen darstellen könnten. 
Im Allgemeinen ist anzumerken, dass sich die Analyse der CD30+ B-Zellen recht 
anspruchsvoll gestaltete und nicht immer erfolgreich gewesen ist. Das Hauptproblem dabei 
war vor allem, dass die CD30+ B-Zellen nur einen Anteil von 0,1 – 0,3% der tonsillären Zellen 
ausmachen und somit oft nur sehr wenige Zellen für die einzelnen Untersuchungen zur 
Verfügung standen. 
4.3.1 Phänotypische Analyse von CD30+ B-Zellen 
Bei den phänotypischen Analysen der CD30+ B-Zellpopulationen zeigte sich eine große 
Ähnlichkeit zwischen den CD30+ GC- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen bezüglich ihrer 
Ausprägung der untersuchen Oberflächenmarker. Diese Ähnlichkeit zeigte sich auch im 
Unsupervised Hierarchical Clustering der Genexpressionsprofile durch die deutliche 
Anordnung in zwei eigenständige aber dennoch zusammen gruppierte B-Zellpopulationen. 
Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass ungefähr 2/3 der analysierten CD30+ 
GC-B- und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen einen Klassenwechsel vollzogen haben und dass in 
jeweils ca. 50% der Zellen IgG und in ca. 20% IgA auf ihrer Oberfläche ausgeprägt werden. 
Da der Klassenwechsel hauptsächlich im GC stattfindet, ist dies ein erster Hinweis darauf, 
dass auch die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen die GC-Reaktion durchlaufen haben. Zusätzlich 
konnte für beide CD30+ B-Zellpopulationen, wie auch für die CD30- GC-B-Zellen, gezeigt 
werden, dass ein großer Anteil der Nicht-klassengewechselten IgM+ B-Zellen zusätzlich nur 
schwach oder kein IgD auf ihrer Oberfläche exprimieren. Dabei war der Anteil der IgM+IgD-/low 
B-Zellen in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen mit durchschnittlich 21% etwas höher als in den 
beiden GC-B-Zellpopulationen mit 6% bzw. 9%. Bei diesen Zellen könnte es sich um 
aktivierte B-Zellen handeln, die typischerweise bereits im GC anfangen IgD runter zu 
regulieren (Pascual et al., 1994). Darüber hinaus zeigen ca. 8% der CD30+ GC-B-Zellen und 
12% der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen, ähnlich viele wie in den CD30- GC-B-Zellen mit 9%, 
einen IgD-only-Phänotyp. Bei den IgD-only B-Zellen handelt es sich um eine eigenständige 
B-Zellpopulation, deren Zellen stark somatisch mutiert sind und zu Gedächtnis-B-Zellen oder 
Plasmazellen ausdifferenzieren können (Liu et al., 1996). Auffällig ist, dass die prozentualen 
Anteile der klassengewechselten B-Zellen, der IgM+ B-Zellen und der IgD-only B-Zellen der 
einzelnen Spender zusammengenommen nie 100% ergeben. Das liegt zum einen darin 
begründet, dass nicht für jeden Donor alle Isotypen gefärbt wurden (Spender 1-6 und 10) 
und zusätzlich wurden die Gates zur Berechnung der prozentualen Anteile so stringent 
gesetzt, dass dadurch eventuell einige Zellen ausgeschlossen wurden. Zusätzlich ist zu 
bedenken, dass die Werte für die Anteile der IgM+ Zellen und die Anteile der IgM+IgD-/low und 
die der IgD-only Zellen mit unterschiedlichen Färbestrategien ermittelt wurden und dass 
daher diese auch nicht einfach verglichen werden können. Weiterhin fallen zwischen den 
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einzelnen Spender die großen Schwankungen der prozentuellen Anteile der ausgeprägten 
Isotypen auf. Verursacht werden diese Unterschiede vermutlich zum einen durch die Art der 
Infektion und zum anderen von der Phase der Infektion in der sich die Tonsille zum Zeitpunkt 
der Entnahme befand. So können z.B. zu Beginn einer Infektion zunächst IgM+ B-Zellen 
überwiegen, die meistens im weiteren Verlauf von klassengewechselten Zellen ersetzt 
werden. 
Die Oberflächenexpression von CD27 wird als ein charakteristisches Merkmal für 
Gedächtnis-B-Zellen betrachtet und ist klassischerweise als genereller Marker für somatisch 
mutierte IgV-Gene akzeptiert (Klein et al., 1998b). Allerdings wurde in mehreren Studien 
gezeigt, dass es auch eine kleine Population von CD27- Gedächtnis-B-Zellen gibt (Fecteau 
et al., 2006; Weston-Bell et al., 2009). Zusätzlich wurde in Mäusen gezeigt, dass es einen 
kleinen Anteil GC-unabhängiger Gedächtnis-B-Zellen gibt, die keine somatischen Mutationen 
in ihren IgV-Genen tragen (Takemori et al., 2014). Außerdem wird CD27 auch bereits auf 
GC-B-Zellen hochreguliert und auf Plasmazellen stark ausgeprägt (Yoshida et al., 2010; 
Przekopowitz et al., 2015). Die in dieser Arbeit durchgeführten Färbungen für CD27 zeigen, 
dass fast alle Zellen beider CD30+ B-Zellpopulationen und der CD30- GC-B-Zellen positiv für 
CD27 sind und somit entweder GC-B-Zellen oder Post-GC-B-Zellen darstellen. Beim 
Vergleich der MFI-Verhältnisse, gebildet aus dem Quotienten der MFI der CD27-gefärbten 
Zellen und der MFI der Isotyp-Kontrolle der beiden GC-B-Zellpopulationen und der 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen, scheint die Expression von CD27 in den CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen stärker zu sein. So zeigen die beiden GC-B-Zellpopulationen einen nahezu 
identischen Mittelwert von 2,6 in den CD30+ GC-B-Zellen und 2,5 in den CD30- GC-B-Zellen. 
Die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen hingegen weisen einen durchschnittlichen Quotienten von 6,7 
auf. Betrachtet man den Wert von Spender 7 als Ausreißer, verringert sich der 
durchschnittliche Quotient auf 4,9 und ein ungepaarter zweiseitigen T-Test zeigt die statische 
Signifikanz des Unterschiedes in der CD27-Expression der beiden CD30+ B-Zellpopulationen 
(p-Wert=0,025). Dies unterstützt die Vermutung, dass es sich bei den CD30+ Nicht-GC-B-
Zellen um Post-GC-B-Zellen handelt, da gezeigt worden ist, dass Gedächtnis-B-Zellen und 
Plasmazellen mehr CD27 auf ihrer Oberfläche tragen als GC-B-Zellen (Przekopowitz et al., 
2015).  
Die Ergebnisse dieser Analyse zeigen, dass die CD30+ GC-B-Zellen phänotypisch sehr 
ähnlich zu den CD30- GC-B-Zellen sind und dass die meisten CD30+ Nicht-GC-B-Zellen 
CD27 auf ihrer Oberfläche exprimieren und ein hoher Anteil von ihnen klassengewechselt ist 
und somit wahrscheinlich eine Subpopulation von Post-GC-Gedächtnis-B-Zellen darstellen. 
4.3.2 IgV-Genanalyse von CD30+ B-Zellen 
Für die weitere Charakterisierung der beiden CD30+ B-Zellpopulationen wurden CD30+ 
GC-B-Zellen und CD30+ Nicht-GC-B-Zellen aus tonsillärem Gewebe isoliert und von den 
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sortierten Zellaliquots eine IgV-Gen-PCR durchgeführt. Für die Analyse standen Sequenzen 
von insgesamt vier Tonsillen zur Verfügung. Für alle Sequenzen wurden die 
IgV-Genumlagerungen identifiziert, überprüft, ob die Sequenz produktiv ist (d.h. sich die 
CDR3 im Leseraster befindet, kein vorzeitiges Stopcodon generiert wurde und kein 
VH-Pseudogen verwendet wurde), die Mutationsfrequenz berechnet, das R/S-Verhältnis der 
FR ermittelt und auf Besonderheiten wie verkrüppelnde Mutationen oder das Auftreten von 
Klonen untersucht. 
Für die CD30+ GC-B-Zellen konnte gezeigt werden, dass nahezu alle analysierten 
IgV-Genumlagerungen somatisch mutiert waren und die mittlere Mutationsfrequenz der 
IgV-Gene in den vier Tonsillen bei ca. 4,6-8% lag. Damit liegen die Mutationsfrequenzen der 
IgV-Gene von drei der analysierten Tonsillen in einem Bereich der typisch ist für gewöhnliche 
GC-B-Zellen und die Mutationsfrequenz der IgV-Gene einer Tonsille ist mit 8% etwas höher 
(Klein et al., 1998a). Die durchschnittlichen R/S-Werte der FR liegen in den CD30+ GC-B-
Zellen der einzelnen Spender bis auf eine Ausnahme in einem Bereich von 1,4-1,9, der auch 
typisch ist für selektionierte GC-B-Zellen (Klein et al., 1998a). Somit zeigen die CD30+ GC-B-
Zellen auch in den IgV-Genanalysen starke Ähnlichkeiten zu gewöhnlichen GC-B-Zellen. Im 
Gegensatz dazu waren die IgV-Genumlagerungen der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen in drei von 
vier untersuchten Tonsillen nur zu 79% bis 92% mutiert. In einem der Spender waren sogar 
67% der Zellen unmutiert. Die mittlere Mutationsfrequenz der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen liegt 
mit 2,9% bis 8,2% ungefähr in einem Bereich von Post-GC-B-Zellen und auch die R/S-Werte 
der FR liegen mit 1,3 bis 1,8 etwas niedriger als die der CD30+ GC-B-Zellen und sind typisch 
für gut selektionierte Post-GC-B-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei einem 
großen Anteil der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen um eine Art Post-GC-B-Zellen handelt, deren 
IgV-Genumlagerungen während der GC-Reaktion somatisch mutierten und deren BCRs sehr 
gut selektioniert wurden. Bei den unmutierten CD30+ Nicht-GC-B-Zellen, die ungefähr einen 
Anteil von 10-20% ausmachen (ca. 67% in Tonsille 6), handelt es sich wahrscheinlich um 
GC-erfahrene Gedächtnis-B-Zellen, die das GC sehr schnell wieder verlassen haben noch 
bevor der Prozess der SHM stattgefunden hat oder aber um unmutierte 
Gedächtnis-B-Zellen, die nicht die GC-Reaktion durchlaufen haben. So wurde kürzlich in 
Mäusen gezeigt, dass es eine Gruppe von somatisch unmutierten Gedächtnis-B-Zellen gibt, 
die sich in einer T-Zell-abhängigen Immunantwort entwickeln. Diese B-Zellen nehmen nicht 
an der GC-Reaktion teil, sondern entstehen in der frühen Phase der Immunantwort noch vor 
der Entstehung des GCs (Takemori et al., 2014). Diese Daten würden erste Hinweise darauf 
geben, dass es auch im Menschen eine Population von unmutierten GC-unabhängigen 
Gedächtnis-B-Zellen gibt. Weitere Studien sind allerdings notwendig um diesen Punkt zu 
klären. Des weiteren könnten die unmutierten CD30+ Nicht-GC-B-Zellen auch aktivierte 
B-Zellen vor der Differenzierung in kurzlebige Plasmazellen darstellen, die aus einer 
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T-Zell-unabhängigen Immunreaktion entstammen, wie sie z.B. durch die starke 
Kreuzvernetzung des BCRs ausgelöst werden kann.  
Innerhalb der CD30+ GC-B-Zellen wurden in drei (1,3 und 4) der vier analysierten Spender 
klonal verwandte IgV-Gensequenzen gefunden, die eventuell Mitglieder eines größeren 
Klons sind. Interessanterweise zeigte der Klon in Spender 3 ein Klonmitglied innerhalb der 
analysierten CD30+ Nicht-GC-B-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass diese Zellen miteinander 
verwandt sind. Ob sich die extrafollikuläre CD30+ B-Zelle direkt aus der CD30+ GC-B-Zelle 
entwickelt hat oder ob beide Zellen zwar eine gemeinsame Vorläuferzelle besitzen aber 
unterschiedliche Differenzierungswege aufweisen, ist unklar. 
Der deutlich niedrigere R/S-Wert der FR von 1,8 der CD30+ Nicht-GC-B-Zelle im Vergleich 
des gemittelten R/S-Wertes der FR von 2,4 der drei Mitglieder eines Klons der CD30+ 
GC-B-Zellen, deutet erneut eine bessere Selektion für einen funktionierenden BCR in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen an. Die im geringen Maße gefundene intraklonale Diversität in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen (Spender 3 und 4), gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass ein 
Teil dieser Population GC-erfahren ist. 
Die in dieser Arbeit verwendete PCR und Sequenzierungs-Methode ist sehr aufwendig und 
hat den Nachteil, dass nur ein Bruchteil der isolierten CD30+ B-Zellen in der IgV-Genanalyse 
mit einbezogen wird. Daher würde man heutzutage eine IgV-Gen-Sequenzierung mittels 
Next Generation Sequencing anstreben, wie sie auch schon in anderen Studien zur Analyse 
von IgV-Genen durchgeführt wurde (Arnaout et al., 2011; Wu et al., 2011; Cowan et al., 
2015). Durch die größere Menge an Daten könnte man einen besseren Einblick in die 
Komposition des IgV-Gen-Repertoires und der Klonalität der einzelnen CD30+ 
B-Zellpopulationen gewinnen. 
Verkrüppelnde Mutationen, wie sie in ca. 25% der cHL-Fälle vorkommen (Küppers et al., 
1994; Kanzler et al., 1996b; Marafioti et al., 2000), wurden nur sehr selten gefunden und es 
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesen Mutationen um 
Polymerasefehler handelte. Daher gibt es bezüglich dieses Aspektes keinen Anhaltspunkt 
auf Gemeinsamkeiten zwischen CD30+ B-Zellen und HRS-Zellen. 
4.3.3 Validierung der Genexpressionsprofile von CD30+ B-Zellen 
Die in den Genexpressionsprofilen ermittelten unterschiedlich starken Ausprägungen von 
ausgewählten Genen zwischen den einzelnen B-Zellpopulationen sollten durch qRT-PCR- 
und Western Blot-Analysen mit sortierten Zellen validiert werden. Größtenteils konnten diese 
Unterschiede zwischen den einzelnen B-Zellpopulationen durch die durchgeführten Analysen 
bestätigt werden. So konnte in der bioinformatischen Auswertung durch einen paarweisen 
Vergleich der gewöhnlichen GC-B-Zellen mit den CD30+ GC-B-Zellen gezeigt werden, dass 
in den gewöhnlichen GC-B-Zellen einige B-Zell-Differenzierungsmarker, wie z.B. BACH2 und 
FOXP1 hochreguliert sind (Daten nicht gezeigt). BACH2 ist ein entscheidender Faktor für die 
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Unterdrückung der Plasmazell-Differenzierung und begünstigt gleichzeitig den Prozess des 
Klassenwechsels im GC (Shaffer et al., 2002). Auch die qRT-PCR-Analysen bestätigen, 
dass BACH2 in den CD30- GC-B-Zellen signifikant stärker ausgeprägt ist. Die in den 
bioinformatischen Auswertungen gefundene 4-fach höhere Ausprägung von FOXP1, einem 
wichtigen Marker in der frühen B-Zell-Entwicklung, in den CD30- GC-B-Zellen im Vergleich zu 
den CD30+ GC-B-Zellen konnte nur bedingt bestätigt werden. Zwar konnte anhand der 
ermittelten Ct-Werte eine im Mittel 3,5-fache höhere Ausprägung in den CD30- GC-B-Zellen 
gemessen werden, diese war mit einem p-Wert von 0,052 jedoch knapp nicht signifikant. Es 
ist wahrscheinlich, dass durch die Analyse weiterer biologischer Replikate die erhöhte 
Regulation von FOXP1 in den CD30- GC-B-Zellen im Vergleich zu CD30+ GC-B-Zellen auch 
signifikant bestätigt werden kann. Im Gegensatz zu BACH2 und FOXP1 waren in den CD30+ 
GC-B-Zellen z.B. CCL22 und viele Gene die für die Zellproliferation wichtig sind, u.a. MYC, 
im Vergleich zu den CD30- GC-B-Zellen hochreguliert. Zusätzlich zeigte CCL22 eine erhöhte 
Expression in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu Gedächtnis-B-Zellen und 
Plasmazellen. In allen drei Vergleichen wurde eine signifikant höhere Expression von CCL22 
in den CD30+ Zellen in den qRT-PCRs gefunden und so die Ergebnisse der Analysen der 
Genexpressionsprofile bestätigt. CCL22 bindet an den Chemokinrezeptor CCR4 welcher von 
TH2-Zellen und regulatorischen T-Zellen exprimiert wird (Imai et al., 1999; Iellem et al., 
2001) und könnte somit auch eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen CD30+ 
B-Zellen und T-Zellen spielen.  
Die starke Ausprägung von MYC in den CD30+ GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30- GC-
B-Zellen konnte in den qRT-PCR- und Western Blot-Analysen bestätigt werden. MYC ist ein 
Proliferationsmarker und es wurde gezeigt, dass MYC im GC für die Rezirkulation der 
positiv-selektionierten GC-B-Zellen zwischen heller und dunkler Zone, mit anschließender 
Durchführung einer neuen Runde von Proliferation, SHM und Affinitätsselektion, benötigt 
wird (De Silva & Klein, 2015). Diese MYC-positiven Zellen könnten die CD30+ GC-B-Zellen 
darstellen. Auch Cattoretti beschreibt in seinen Arbeiten, dass es unterschiedliche 
Populationen von CD30+ B-Zellen gibt, die sich innerhalb und außerhalb des GCs befinden 
(Cattoretti et al., 2006; Cattoretti, 2013). Übereinstimmend mit den Ergebnissen in dieser 
Arbeit werden die CD30+ B-Zellen als MYC positiv beschrieben. Cattoretti führt aus, dass der 
Phänotyp der extrafollikulären CD30+MYC+ B-Zellen dem von aktivierten B-Zellblasten 
ähnelt. Ein Teil dieser Zellen könnte bald in das GC eintreten und ein anderer Teil könnte an 
einer GC-unabhängigen Immunantwort teilnehmen. Die CD30+ GC-B-Zellen werden als 
B-Zellblasten mit Lokalisierung zwischen dunkler und heller Zone des GCs beschrieben. Sie 
sollen eine neue GC-B-Zellpopulation darstellen, die in die dunkle Zone rezirkulieren. Diese 
Annahmen werden durch unsere Daten weitgehend unterstützt (siehe 4.3.4). 
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Auch die erhöhte Expression von PRDM1 in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu 
den CD30+ GC-B-Zellen konnte mittels qRT-PCR bestätigt werden. PRDM1 ist ein 
entscheidender Faktor für die Differenzierung von GC-B-Zellen in Plasmazellen (Shaffer et 
al., 2002). Durch IRF4 wird PRDM1 im GC induziert und hemmt BCL6. BCL6 wiederum 
reguliert negativ die Expression von PRDM1. Durch Aufhebung der negativen Regulation 
von PRDM1 durch BCL6 beim Verlassen des GCs erfolgt die Differenzierung in 
Plasmazellen (Victora & Nussenzweig, 2012; Basso & Dalla-Favera, 2015). Daher deutet die 
erhöhte Ausprägung von PRDM1 in den CD30+ Nicht-GC-B-Zellen möglicherweise eine 
Vorbereitung zur Differenzierung in Plasmazellen an.  
EBI2 ist eines der Gene, die typischerweise in Post-GC-B-Zellen höher ausgeprägt waren als 
in GC-B-Zellen. Allerdings konnte die 3-fach höhere Ausprägung von EBI2 in den CD30+ 
Nicht-GC-B-Zellen im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen, mittels qRT-PCR nicht bestätigt 
werden. Wegen der relativ großen Streuung der Ct-Werte zwischen den untersuchten 
Tonsillen innerhalb der CD30+ Nicht-GC-B-Zellen, würde eine Analyse von weiteren 
Spendern möglicherweise ein deutlicheres Ergebnis hervorbringen. EBI2 wird in Folge der 
B-Zell-Aktivierung durch BCR- oder CD40-Stimulation hochreguliert. Während der 
GC-Reaktion wird weniger EBI2 exprimiert. Zum Verlassen des GC und zum Wiedereintritt in 
die äußere Follikelzone erfolgt eine Hochregulierung von EBI2. Daher könnte EBI2 in den 
CD30+ Nicht-GC-B-Zellen einen wichtigen Faktor für die Bewegung und Lokalisierung 
zwischen GC und äußerer Follikelzone darstellen, wie es für herkömmliche B-Zellen gezeigt 
wurde (Pereira et al., 2009). 
4.3.4 Schlussfolgerung der Analysen zur Charakterisierung von CD30+ 
B-Zellen  
Bei den CD30+ B-Zellen scheint es sich um eine eigenständige Subpopulation von B-Zellen 
zu handeln, die sich nicht nur in ihrer Lokalisierung im Gewebe sondern auch funktional in 
mind. zwei Gruppen unterteilt. So lassen sich CD30+ GC- von CD30+ Nicht-GC-B-Zellen 
unterscheiden. Trotz der klaren Unterscheidung in den Genexpressionsanalysen ähneln sich 
CD30+ GC-B-Zellen und herkömmliche CD30- GC-B-Zellen in vielen Aspekten. So wiesen 
ca. 2/3 dieser Zellen ähnlich zu den CD30- GC-B-Zellen einen Klassenwechsel auf. 
Zusätzlich präsentierten sie eine ähnliche Ausprägung von CD27 auf ihrer Oberfläche und 
zeigten bei der IgV-Genanalyse typische Merkmale von klassischen GC-B-Zellen. Dazu 
gehört, dass die analysierten IgV-Genumlagerungen somatisch mutiert waren, sowie das 
ihre durchschnittliche Mutationsfrequenz und ihr R/S-Verhältnis der FR ungefähr in einem 
Bereich lag der für GC-B-Zellen beschrieben wurde (Klein et al., 1998a). Neben der 
Expression des Aktivierungsmarkers CD30, der diese Zellpopulationen definiert, zeigt sich 
ein weiterer wesentlicher Unterschied in der Expression von MYC. So sind die CD30+ GC-B-
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Zellen im Gegensatz zu CD30- GC-B-Zellen immer MYC positiv (Cattoretti et al., 2006). Für 
MYC wurde beschrieben, dass es der entscheidende Faktor für die Rezirkulation in die 
dunkle Zone von GC-B-Zellen ist (Lin et al., 2012; Nie et al., 2012). Auch Cattoretti beschrieb 
die CD30+ B-Zellen bereits als neue GC-B-Zellpopulation, die rezirkulierende GC-B-Zellen 
darstellt (Cattoretti, 2013). Diese Schlussfolgerungen werden von unseren Daten weiter 
gestützt. Besonders die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen zeigten eine erhöhte 
Expression von Genen, die in der Nukleotid-Synthese, Zellproliferation, Protein-Biosynthese 
und mitochondrialen Funktion beteiligt sind, und somit Prozesse darstellen, die diese Zellen 
auf eine weitere Runde von Proliferation in der dunklen Zone des GC vorbereiten. 
Dass die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen sehr viele Ähnlichkeiten, aber auch deutliche 
Unterschiede zu den CD30+ GC-B-Zellen besitzen, wurde nicht nur durch die Analyse ihrer 
Genexpression gezeigt. Einerseits zeigen beide CD30+ B-Zellpopulationen einige 
Gemeinsamkeiten wie z.B. die Ausprägung von CD30 und MYC, einen ähnlichen Anteil 
klassengewechselter Zellen und eine ähnliche durchschnittliche Mutationsfrequenz ihrer 
mutierten IgV-Gene. Andererseits lassen die stärkere Expression von CD27 und das 
niedrigere R/S-Verhältnis der FR im Vergleich zu den CD30+ GC-B-Zellen eher einen Post-
GC-Phänotyp vermuten. Zusätzlich zeigen die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen in den 
Genexpressionsanalysen eine weniger starke Ausprägung von klassischen GC-Markern, 
dafür aber eine stärkere Expression von Genen die für Post-GC-B-Zellen charakteristisch 
sind, wie z.B. EBI2 und PRDM1. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei einem 
großen Anteil dieser Zellen um aktivierte und proliferierende extrafollikuläre Zellen handelt, 
die GC-erfahren sind und sich möglicherweise zu Plasmazellen weiterentwickeln. Bei den 
Zellen, die unmutierte IgV-Gene tragen kann nicht eindeutig geklärt werden, ob es sich um 
eine Art Gedächtnis-B-Zellen handelt, die sich unabhängig vom GC entwickeln (Takemori et 
al., 2014) oder ob sie das GC bereits nach kurzer Zeit verlassen haben bevor somatische 
Mutationen in ihren IgV-Genen eingefügt werden konnten. 
Die Genexpressionsprofile der B-Zellsubpopulationen und HRS-Zellen des cHL zeigten die 
größte Ähnlichkeit der HRS-Zellen zu den CD30+ B-Zellpopulation. Zusätzlich zur 
Ausprägung von CD30 sind die HRS-Zellen und CD30+ B-Zellen positiv für MYC und zeigen 
eine starke Proliferation. Außerdem fällt auf, dass die CD30+ B Zellen nicht im peripheren 
Blut zirkulieren, sondern in lymphatischen Geweben lokalisiert sind, wo sie in engen Kontakt 
zu anderen Zellen stehen. Dies ist ähnlich zu den selten metastasierenden HRS-Zellen, bei 
denen zusätzlich eine starke Interaktion mit Zellen des Mikromilieus und eine daraus 
resultierende Abhängigkeit vom umgebenden Mikromilieu gezeigt wurde (Küppers, 2012). 
Ob eine solche Abhängigkeit vom Mikromilieu auch für die CD30+ B-Zellen zutrifft bzw. 
welche Interaktionen der CD30+ B-Zellen mit anderen Zellen des Gewebes stattfinden, sollte 
in zukünftigen Studien untersucht werden. Trotz dieser Ähnlichkeiten kann die Herkunft der 
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HRS-Zellen von den CD30+ B-Zellen nicht abgeleitet werden, da die große Ähnlichkeit in den 
Genexpressionsprofilen auch allein von einem gleichartigen CD30-Aktivierungssignal 
geprägt sein kann. Genauso wurden in den CD30+ B-Zellen keine verkrüppelnden 
Mutationen gefunden, die ein weiteres Indiz für eine mögliche Abstammung der HRS-Zellen 
von den CD30+ B-Zellen dargestellt hätten. 
Obwohl bisher wenig über die Biologie des CD30-Rezeptor bekannt ist, ist CD30, besonders 
durch seine charakteristische Ausprägung auf den Tumorzellen des cHL und ALCL, sowie 
für einen Teil der DLBCL-Fälle, ein sehr attraktives Ziel für die Behandlung mit monoklonalen 
Antikörpern (Stein et al., 1985; Hu et al., 2013; Sotomayor et al., 2014). So wurde in 
mehreren klinischen Studien die sehr gute Wirksamkeit von Brentuximab Vedotin, ein mit 
Zytostatika-gekoppelter CD30-Antikörper, in der Therapie von rezidivierenden oder 
therapierefraktären CD30+ Lymphome gezeigt (Younes et al., 2010; Rothe et al., 2012). 
Aufgrund dieser Erfolge werden derzeit weitere Einsatzmöglichkeiten für Brentuximab 
Vedotin geprüft. So laufen z.B. klinische Studien zur Anwendung von Brentuximab Vedotin in 
der Erstbehandlung von fortgeschrittenen cHL (Younes et al., 2013). In diesen Studien zeigte 
sich, dass Brentuximab Vedotin eine gute Verträglichkeit mit geringen Nebenwirkungen 
aufweist. Trotzdem ist zu bedenken, dass ein Teil der gesunden B- und T-Zellen CD30 auf 
ihrer Oberfläche ausprägen und diese somit auch durch die Behandlung mit Brentuximab 
Vedotin eliminiert werden. Wie in dieser Arbeit gezeigt, handelt es sich bei den CD30+ 
B-Zellen um distinkte B-Zellpopulationen mit spezifischen Funktionen. Daher könnte die 
Behandlung mit Brentuximab Vedotin und der dadurch bedingte Verlust dieser B-Zellen zu 
einer Beeinträchtigung immunologischer Abläufe führen. Somit sind weitere Untersuchungen 
zur Funktion der CD30+ B-Zellpopulationen nicht nur wichtig, um einen Teil des 
Immunsystems weiter zu charakterisieren, sondern könnten auch ein besseres Verständnis 
der auftretenden Nebenwirkungen einer Therapie mit Brentuximab Vedotin ermöglichen. 
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5 Zusammenfassung der Arbeit 
Die vorliegende Dissertation stellt drei Studien vor, die Teilbereiche umfassender Projekte 
sind, die zusammen mit verschiedenen Kooperationspartnern durchgeführt wurden. 
Im ersten Teilprojekt der Arbeit wurden Mutationsanalysen von CD58 im klassischen 
Hodgkin Lymphom (cHL) durchgeführt, da Mutationen im CD58-Gen als Mechanismus der 
Immunevasion in Non-Hodgkin Lymphomen (NHL) beschrieben wurden und Immunevasion 
auch eine wichtige Bedeutung für die Hodgkin und Reed-Sternberg (HRS)-Zellen des cHL 
hat. Mittels PCR wurden in 3 von 7 cHL-Zelllinien Mutationen, die in vorherigen Arbeiten 
identifiziert worden sind, bestätigt. Anschließende durchflusszytometrischen Analysen 
zeigten deren destruktive Auswirkung auf die Proteinexpression von CD58 in den mutierten 
cHL-Zelllinien. Um zu Überprüfen ob sich Mutationen des CD58-Gens auch in primären 
cHL-Fällen finden lassen, wurde eine Mutationsanalyse von mikrodissektierten HRS-Zellen 
für die kodierenden Exons von CD58 durchgeführt. Die Auswertung der Sequenzen zeigte 
allerdings, dass in keinem der 10 analysierten primären cHL-Fälle Mutationen nachweisbar 
waren.  
In einem weiteren Teilprojekt wurden die mikrodissektierten Tumorzellen eines 
Kombinationslymphoms bestehend aus einem cHL und Mantelzell-Lymphom (MCL) 
genetisch untersucht. Kombinationslymphome sind sehr seltene Kombinationen aus einem 
HL und NHL oder zwei NHL in einem Patienten, die meistens klonal miteinander verwandt 
sind. Somit stellen sie interessante Modelle dar, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede der 
beteiligten Lymphome zu untersuchen und Einblicke in die Mehrschrittpathogenese der 
Lymphomentstehung zu erhalten. Durch IgV-Genanalysen der HRS-Zellen des cHL und der 
Tumorzellen des MCL konnte die klonale Verwandtschaft der beiden Lymphome dieses 
Kombinationslymphoms gezeigt werden. Um die Pathogenese des Kombinationslymphoms 
besser zu verstehen, wurden Mutationsanalysen für häufig mutierte Gene im cHL und MCL, 
d.h. TNFAIP3, NFKBIA, SOCS1, NOTCH1 und TP53, durchgeführt. Dabei waren jedoch bis 
auf TP53 alle Gene unmutiert. Die Tumorzellen beider Lymphome wiesen dieselbe 
Punktmutation in TP53 auf, wobei die MCL-Zellen nur ein mutiertes Allel und die HRS-Zellen 
zusätzlich ein unmutiertes Allel zeigten. Zusammen mit den FICTION-Analysen unserer 
Kooperationspartner deutet dies darauf hin, dass in beiden Lymphomen zusätzlich eine 
unabhängige Deletion eines TP53-Allels stattgefunden haben muss. Zusammenfassend 
lassen die hohe genetische Verwandtschaft der beiden Lymphome und weitere Daten von 
Kooperationspartner eine subklonale Entstehung des cHL aus dem MCL als ein mögliches 
Szenario zur Entwicklung dieses Kombinationslymphoms vermuten. 
Im dritten Teilprojekt dieser Arbeit wurden die humanen CD30+ B-Zellen, die innerhalb von 
Keimzentren (GC) und in extrafollikulären Regionen von sekundären lymphatischen Organen 
lokalisiert sind und über die bisher sehr wenig bekannt ist, charakterisiert. Zur Verfügung 
                                                                                                                                              ZUSAMMENFASSUNG 
96 
gestellte Genexpressionsdaten zeigten, dass die CD30+ B-Zellen eine eigenständige 
B-Zellpopulation darstellen, die eine große Ähnlichkeit zu den ebenfalls CD30+ HRS-Zellen 
des cHLs aufweisen. Kennzeichnend für alle CD30+ Zellen war eine starke 
MYC-Ausprägung, die mittels qRT-PCR und Western Blot-Analysen validiert werden konnte. 
Zusätzliche durchflusszytometrische Untersuchungen und IgV-Genanalysen in Kombination 
mit den Genexpressionsdaten zeigten, dass CD30+ GC-B-Zellen normalen GC-B-Zellen 
entsprechen und vermutlich rezirkulierende positiv selektionierte GC-B-Zellen darstellen. Im 
Gegensatz dazu stellen die CD30+ Nicht-GC-B-Zellen aktivierte und proliferierende 
extrafollikuläre Zellen dar, die größtenteils GC-erfahren sind und sich möglicherweise zu 
Plasmazellen weiterentwickeln. 
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